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Résumé
Le premier chapitre de la thèse présente une revue de la littérature. La toxicocinétique
descriptive (absorption, distribution, métabolisme et excrétion) et quantitative du pyrène et
de ses métabolites y est décrite. Cette mise à jour sur les métabolites du pyrène nous a
permis de mieux formuler les objectifs de recherche.
Les étapes de développement et de validation des indicateurs biologiques de l’exposition
aux RAP sont décrites dans les deuxième, troisième et quatrième chapitres sous forme
d’articles.
Le premier article identifie de nouveaux métabolites du pyrène en utilisant le système
HPLC-ESI-MS, révélant la présence de la pyrène-1,6-dione (PI6D) et de la pyrène-I,8-
dione (PI8D) dans tes urines de rats exposés au pyrène. La quantification de ces
métabolites a été réalisée par dérivation en formes acétoxy, dont les limites de détection
instrumentale (HPLC-fluorescence) étaient de l’ordre de 46 et 86 nmol/L pour la PI6D et la
P18D, respectivement. Le coefficient de variation intra-joumalier de la méthode d’analyse
dans des matrices urinaires chez le rat et chez l’humain était en moyenne de 7,4 %, tandis
que la variation inter-journaLière était en moyenne de 12,5 %. Par cette méthode, la
présence de la PI6D et de la PI8D a ensuite été confirmée dans les urines des sujets
professionnellement ou volontairement exposés aux RAP. Dans l’urine de rats, la PI6D
s’est avéree un métabolite majeur, excédant de 64 à 121 fois le 1-hydroxypyrène (1-OHP)
et de 4 à 5 fois la PI8D. En outre, la P16D excédait de 4 à 12 fois le l-OHP et de 6 à 10
fois la P18D dans l’urine d’individus exposés aux RAP (n = 4).
Dans le deuxième article, la cinétique d’excrétion urinaire des métabolites du pyrène
dioxydés (PI6D et P18D) a été étudiée et comparé à celle du 1-OHP chez deux souches de
rats tSprague-Dawley et Wistar). La collecte urinaire de 48 heures après l’injection
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intraveineuse de pyrène a fait ressortir les proportions suivantes des métabolites excrétés
par rapport à la dose de pyrène administrée : de 17 à 26 % pour la PI6D, de 6 à 9 % pour la
P18D et de 0,6 à 0,8 % pour le 1-01-W chez les Sprague-Dawley, ainsi que de 10 à 15 %
pour la PÏ6D. de 5 à 6 % pour la P18D et de 0,3 à 0.4 % pour le 1-OHP chez les
Wistar. Les demi-vies apparentes pour les PI6D, P1$D et 1-OH? correspondaient
respectivement à 4, 6 et 4 heures chez les Sprague-Dawley, et 5, 6 et 5 heures chez les
Wi star.
Le troisième article présente une étude pilote effectuée chez l’humain faiblement exposé
aux HAP (n = 16). La méthode analytique est parue insuffisamment sensible pour surveiller
l’exposition des RAP chez la population générale professionnellement non exposée aux
RAP.
En conclusion, ce travail a permis de développer une méthode originale d’analyse des
métabolites du pyrène dioxydés et d’obtenir des données importantes sur le métabolisme du
pyrène chez le rat. Cependant, l’utilité des métabolites du pyrène dioxydé en tant
qu’indicateurs de l’exposition aux HA? dans la population générale reste à être confirmée
en mettant l’accent sur l’amélioration des techniques analytiques.
Mots-clés : pyrène, 1-hydroxypyrène, pyrène- 1 ,6-dione, pyrène- I ,8-dione, cinétique,
métaboli tes urinaires, hydrocarbures aromatiques polycycliques, surveillance biologique.
VAbstract
The first chapter of the thesis is a scientific literature teview on PARs. The descriptive and
quantitative toxicokinetics (absorption, distribution, metabolism and excretion) of pyrene
and of its metabolites ai-e described. This update on pyrene metabolites enabled us to better
develop our research objectives.
The second, third and fourth chapters of this thesis describe the steps followed to develop
and validate the bioindicators of exposure to PAHs.
The first article identifies novel metabolites of pyrene by using an RPLC-ESI-MS system
revealing the presence of pyrene-1,6-dione (PI6D) and pyrene-1,$-dione (P1$D) in the
urine of rats that were exposed to pyrene. The quantification of these metabolites was
calTied out by their derivatization in the form of acetoxy, whose limits of instrumental
detection (HPLC-fluorescence) tvere approximately 46 and 86 nmot/L for P16D and PI8D,
i-espectively. The intra-day and inter-day coefficients of variation of the method of analysis
in unnary matrices of rats and humans were on average T4 % and 12.5 %, respectively.
With this method, the presence of the PI6D and of the P18D was then confirmed in the
urine of subjects who were professionally and voluntarily exposed to PAHs. In the urine of
rats, PI6D was a major metabolite exceeding 64 to 121 times the levels of 1-hydroxypyrene
(1-OHP) and 4 to 5 times the PI8D levels. Moreover, the urine of individuals potentially
exposed to PAHs (n = 4) showed levels of P16D exceeding 4 to 12 times 1-OHP levels and
6 to 10 times PÏ8D levets.
In the second article, the urinary excretion kinetics of dioxided pyrene metabolïtes (PI6D
and P18D) was studied and compared with that of 1-01-IF in two strains of rats (Sprague
Dawley and Wistar). After an intravenous injection of pyrene, a unnary collection at 48
hotirs demonstrated the following proportions of excreted metabolites in comparison with
the dose of admïnistrated pyrene: from 17 to 26 ¾ for PI6D, from 6 to 9 % for PI8D and
vi
from 0.6 to 0.8 % for 1-OHP in the Sprague-Dawley rats, as well as 10 to 15 % for PI6D,
from 5 to 6 % for P18D and from 0.3 to 0.4 % for 1-01-P in the Wistar rats. Apparent haif
lives for P16D, P18D and 1-OHP were 4, 6 and 4 hours in the Sprague-Dawley rats, as well
as 5, 6 and 5 hours in the Wistar rats, respectively.
The third article presents a pilot study in a small group of hurnan votunteers poorly exposed
to PAHs (n = 16). Unfortunately, the analytical method did flot appear to be sufficiently
sensitive to monitor the exposure to PAHs in the general population with no occupational
exposcire to PAHs.
In conclusion, this work made it possible to develop an original method to analyze
dioxidized pyrene metabolites, as well as obtain important data on the metabolism of
pyrene in the rat. However, the use of the dioxidized pyrene metabolites as bioindicators of
exposure to PAHs in the general population remains to be confirmed by improving of the
above mentioned analytical techniques.
Key words: pyrene, 1 -hydroxypyrene, pyrene- 1 ,6-dione, pyrene- 1 ,8-dione, kinetics,
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1.1. Les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP)
Les HAP représentent un groupe de plusieurs centaines de composés, qui sont des
molécules organiques hydrophobes constituées de 2 à 9 noyaux benzéniques condensés.
Leur production quotidienne dans la nature, suite à la combustion incomplète ou la pyrolyse
de la matière organique (bois, pétrole, charbon, etc.), se reflète par un impact important sur
l’écosphère ainsi que la chaîne alimentaire, donc sur la santé humaine (Kolar et al., 1975;
Rahman et cd., 1986). Les HAP sont des mélanges complexes de composés, parmi lesquels
certains hydrocarbures pentacycliques sont des cancérogènes connus et présents à des
concentrations variables selon les procédés. Cette activité cancérogène dépend de l’action,
éventuellement, de l’interaction entre la totalité des composés. Il a été démontré in vitro
(Hermann, 1981) et in vivo (Pfeiffer, 1977) qu’un RAP manifestant des propriétés
cancérogènes, en présence d’autres HA? (cancérogènes ou non-cancérogènes), peut
interagir par initiation, promotion ou inhibition.
Les HAP provoquent des tumeurs au site de contact ainsi que sur les organes à distance. Le
site pnncipal d’action locale d’induction de tumeurs par les RAP est le poumon (Schmahl
and Rabs, 1979). À titre d’illustration, le risque relatif pour le cancer du poumon chez les
travailleurs des cokenes est non-négligeable et peut atteindre jusqu’à 15,7 (Armstrong et
ctÏ., 2004; Boffetta et al., 1997; WHO, 1998).
1.1.1. Sources et voies d’exposition
En général, les HA? se trouvent dans l’environnement (l’air, l’eau, le sol et la nourriture) à
l’état de traces (Annexe 1). Ces polluants proviennent d’origines diverses mais les sources
principales incluent surtout les industries avec des procédés de combustion, les véhicules à
moteur, les systèmes de chauffage, la fumée de tabac ainsi que des sources naturelles, où la
quantité des HAP représente des tonnes par année à l’échelle mondiale (Annexe 2). En
général, la concentration totale des RAP dans l’air est d’environ 10 à 100 fois supérieure à
celle du benzo(a)pyrène (BaP), utilisé souvent comme indicateur des HAP totaux dans
l’atmosphère (Bostrom et al., 2002; Zakrzewski, 1991).
Les populations les plus exposées aux HAP sont les travailleurs des industries
d’aluminium, des fours à coke et de gazéification du charbon (Armstrong et al., 2003).
D’autres milieux du travail, demeurant à risque, sont les fonderies de fer et d’acier, les
usines d’imprégnation du bois à la créosote, la production et l’utilisation d’asphalte, le
raffinage du pétrole et l’utilisation des huiles minérales usées (Elovaara et ctt., 1995;
Hansen et ctl., 1995). Les voies d’exposition potentielles sont les voies respiratoire et
ccttanée, augmentant le risque de cancer du poumon, de la peau ou de la vessie (Bostrom et
ctt., 2002).
Les habitants des zones fortement urbanisées, exposés aux émissions véhiculaires et au
chauffage domestique (dont la contribution augmente significativement l’hiver),
3représentent des catégories de la population moyennement exposées aux HAP (Besaratinia
et ctt., 2002; Gundel et ctL, 1996; Rarkov et Greenberg, 1985; Kure et ciL, 1997;
Pistikopoulos, 1988). La concentration moyenne des RAP dans l’air des zones
industrialisées est jusqu’à trois ordres de grandeur plus élevée par rapport aux zones rurales
éloignées (1EW, 2004; Schonbuchner et al., 2001).
Les RAP émis au cours de la cuisson de la nourriture et des produits alimentaires eux-
mêmes (à l’origine contaminés par les HAP) constituent une exposition de bruit fond de la
population générale (Viau et al., 2002). Chez les non-fumeurs sans exposition
professionnelle aux HAP, l’alimentation demeure la source principale d’exposition aux
HAP (96 — 99 %) (Hattemer-Frey et Travis, 1991: Menzie et ctt., 1992; Van Rooij et al.,
1994). Le taux d’absorption des HAP par la voie digestive varie selon les habitudes
alimentaires et la consommation de produits spécifiques. Par exemple, la consommation
des huiles et des graisses, avec un niveau important en RAP, contribue moins à la dose de
RAP ingérée que les céréales contenant des quantités de HAP moins importantes, car ces
dernières sont omniprésentes dans la nourriture quotidienne et donc leur taux journalier de
consommation est plus important (Waldman et al., 1991).
La fumée de tabac est une source aléatoire ou systématique d’exposition aux RAP,
dépendamment des habitudes personnelles ou des milieux fréquentés. Le tableau 1 présente
la teneur en RAP cancérogènes de la fumée de tabac principale (FTP) et de la fumée de
4tabac ambiante (PUA). La PUA est un mélange composé de la fumée expirée par les
fctmectrs et la FTP qui s’échappe du tabac qu’ils fument.
Tableaci 1. Les HAP cancérogènes présents dans la fumée de tabac principale (FTP) et la
fumée de tabac ambiante (FIA) de cigarette (Hecht, 2003)
. Les quantités représentativesLes RAP cancerogenes
FTP (ng!cigarette) FTA (ng/m3)
Benz(a)anthracène 201 0,32 — 1,7
Benzo(b)fl uoranthène
Benzo(j)fluoranthène 196 0,79 — 2,0
Benzo(k)fluoranthène
Benzo(a)pyrène 45 — 103 0,37 — 1,7
lndéno(1,2,3-cd)pyrène 51 0,35 — 1,1
Dibenz(a,h)anthracène - 1,0
Dans l’air intérieur, le chauffage et la fumée de tabac sont responsables de variations dans
les concentrations des RAP totaux allant de 1 à 100 ng/m3 et pouvant atteindre une valeur
maximale de 2 300 ng/m3 (Environment Canada, 1994).
Les sources accidentelles d’émission des HAP sont principalement les incendies, les feux
de forêt (2 000 t/année des RAP au Canada (Environment Canada, 1994)) et les éruptions
volcaniques (Pistikopoulos, 1988), où la population générale subit une exposition aléatoire
et souvent ponctuelle (locale).
51.1.2. Toxicocinétique descriptive
La toxicocinétique étudie le devenir dans le temps des composés toxiques dans les
organismes vivants. Du point de vue environnemental, l’inhalation ainsi que l’absorption
percutanée et orale sont les trois principales voies d’entrée des xénobiotiques dans le corps
humain.
1.1.2.1. Absorption par inhalation
Dans lair, les HAP se trouvent sous forme gazeuse et particulaire (adsorbés sur les
aérosols). La demi-vie des RAP dans l’atmosphère est de quelques heures à quelques jours
et l’absorption sur des particules favorise leur longévité (Bostrom et al., 2002). En général,
les molécules ayant au moins 4 noyaux benzéniques, ont une tendance à se lier aux
particules, tandis que ceux qui ont seulement 3 noyaux sont sous forme gazeuse et plus
hydrophiles. Généralement, la phase particulaire des RAP est favorisée par rapport à la
phase gazeuse du fait de la basse pression partielle de ces composés (Annexe 3). De plus,
de 85 à 98 % de la quantité totale des RAP s’adsorbent sur les particules qui sont souvent
de taille d’aérosols respirables (< 5 lm) (De Wiest, 1978; Pierce et Katz, 1975; Van Vaeck
et Van Cauwenberghe, 1985). Pourtant, seulement les particules de 1 ,um de diamètre ou
moins pénètrent dans les poumons (Zakrzewski, 1991). Les RAP plus légers (anthracêne,
pyrène, benzo(a)anthracène et chrysène) ont tendance à s’adsorber sur les particules plus
grandes comparativement aux RAP moins volatils. Pour tes RAP adsorbés sur les
6particules, la clairance pulmonaire est plus lente que pour les hydrocarbures purs (WHO,
1998). D’autre part, la clairance pulmonaire des HAP peut être affectée par la nature
chimique des particules sur lesquelles ils sont adsorbés (Creasia et aï., 1976; Henry et
Kaufman, 1973; Nagel et cd., 1976). Selon Gerde et al., (1993; 1998), plus le composé
adsorbé est lipophile, plus l’absorption par la muqueuse de la trachée est lente. Ainsi,
l’absorption du phénanthrène et du pyrène est favorisée par rapport au BaP.
Il existe un autre mécanisme d’exposition à des particules (de 2 à 5 11m) et aux HAP qui y
sont adsorbées par la clairance mucociliaire où les HAP adsorbés sont inhalés et, après être
expulsés hors de l’arbre pulmonaire, sont avalés pour entrer dans l’organisme par le tractus
gastro-intestinal (Rozman et Klaassen, 1996; Zakrzewski, 1991).
1.1.2.2. Absorption orale
L’absorption par la voie orale mène à un effet dit de «premier passage» : l’absorption
intestinale conduit les HAP dans la circulation par la veine porte vers le foie, où ils sont
largement métabolisés avant d’atteindre la circulation systémique. Lorsque les HAP
atteignent l’intestin grêle, ils se solubilisent dans les sels biliaires et s’adsorbent (Ermala et
cii., 1951). L’adsorption des RAP à la muqueuse intestinale semble précéder la diffusion
passive à travers la paroi intestinale (IARC, 1983). Plus le RAP est lipophile (masse
moléculaire plus grande), plus la migration à travers cette couche aqueuse est difficile ce
qui réduit l’absorption (Rahman et ai., 1986).
71.1.2.3. Absorption cutanée
L’absorption cutanée des RAP s’observe surtout en milieu de travail (Borak et cd., 2002;
Elovaara et al., 1995). Ainsi chez les travailleurs de fours à coke, l’absorption par la peau
constitue respectivement 75 % et 51 % de la dose totale absorbée du pyrène et du BaP (Van
Rooij et al., 1993). Par ailleurs, il a été montré que l’absorption du BaP dissocts dans
l’acétone est de 51 % chez le singe rhésus et de 35 à 48 % chez le rat (IARC, 1983). La
cinétique d’absorption percutanée ressemble à celle de l’absorption gastro-intestinale
cependant cette dernière est plus rapide (Viau et ctl., 1995; Zakrzewski, 1991). Dankovic et
at., (1989) ont montré que l’exposition cutanée des souris à des mélanges de HAP se traduit
par une excrétion plus lente du BaP par rapport à une exposition au produit pur.
1.1.2.4. Distribution
Quelle que soit la voie l’entrée du xénobiotique dans l’organisme (exceptée la voie
intraveineuse), après avoir pénétré la barrière cellulaire initiale (comme la peau, le mucus
intestinal ou le revêtement du système respiratoire), il entre dans le liquide interstitiel,
pénètre dans les capillaires puis se dirige vers la circulation sanguine pour être distribué
dans le corps entier (Zakrzewski, 1991). Seulement après une absorption percutanée ou par
inhalation, les RAP ont un potentiel de s’accumuler dans des lipides corporels, tandis
qu’après absorption par la voie orale, ils sont quasi-complètement métabolisés dans le foie
au premier passage (ACGIH, 2005; Mitchell et Tu, 1979; Obana et al., 1981; Sun et aï..
81982). Il est connu que le BaP peut franchir le placenta après une administration orale.
intraveineuse ou sous-cutanée (IARC, 1983).
1.1.2.5. Métabolisme
Dans la plupart des cas, les xénobiotiqucs sont métabolisés dans le foie, bien que la peau,
les reins, la muqueuse intestinale et les poumons puissent métaboliser des substances
toxiques in situ (Ewing et al., 2006; IARC, 1983; Vainio et al., 1976). Par exemple, chez le
lapin, la fraction pulmonaire microsomiale représente un tiers des cytochromes P450 qui se
tmcivent dans le foie (Nakahama et al., 2001). Selon Gerde et ctt., (1998), la moitié du
pyrène instillé dans la trachée chez le chien subit un métabolisme local dans l’épithélium
des voies respiratoires et l’autre moitié entre dans la circulation sanguine sous sa forme de
composé parent.
Les RAP se métabolisent principalement en molécules hydroxylées (biotransformation de
phase I) par la voie enzymatique (cytochrome P450, NADPH-dépendante) (Grover et aï..
1972). Parmi toutes les combinaisons d’oxydation possibles dans le système aromatique
conjugué, les phénols présentent les métabolites monosubstitués les plus simples. Ce sont
des molécules relativement stables, formées par les P450 monooxygénases (Figure 1) suite
à cine insertion directe d’oxygène (Oesch, 1982).
9HAP
ees
HAP cation radical Epo.rrde hydrolase
HAP phénols
HAP-diol




Figure 1. Activation métabolique des HAP par les enzymes et peroxydases du cytochrome
P450. Adapté de Ne] et aL (2001).
Au cours du réarrangement des époxydes, la formation des phénols est aussi probable (Sims
et Grover, 1981). Les produits des HAP hydrolysés poursuivent leur transformation en se
conjuguant avec des électrophiles comme les glucuronides (Figure 2 a) et les sulfates
(Figure 2 b) ou un nucléophile comme le g]utathion, augmentant ainsi leur solubilité dans
l’eau (biotransformation de phase II) (Boyland et Sims, 1964). Si ces molécules ne se
conjuguent pas avec les composés endogènes (glucuronates, sulfates, etc.), elles pourront
servir comme intermédiaires pour l’oxydation secondaire spontanée ou par la voie
métabolique (peroxydases, etc.) (Casarett&Doulls, 1996; IARC, 1983). Ainsi on obtient
des quinones, des diols, des dihydrodiols et des diol-époxydes. Les HAP possédant la
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configuration « baie» tphénanthrène, chrysène, BaP) ou «fjord» (benzo(c)phénanthrène)
se métabolisent d’une manière plus complexe et représentent les cancérogènes ultimes
(diol-époxydes) ce qui n’est pas le cas pour les HAP sans cette configuration particulière
(pyrène) (Hecht et al., 2003; Jacob et Seidel, 2002).
Les réactions de conjugaison produisent des métabolites pius polaires qui les rendent
inappropriés pour les réactions futures par les monooxygénases ou peroxydases (Merbck et
Selkirk, 1986). La conjugaison électrophile, effectuée par le mécanisme de substitution
nctcléophile bimoléculaire (SN2), est caractérisée par l’attaque stéréospécifique du
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Figure 2. Mécanismes de conjugaison des xénobiotiques hydrolysés avec a) acide
glucuronique (glucuronidation) et b) 3’-phosphoadenosine 5’-phosphosulfate (sulfatation).
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R est le xénobiotique nucléophile (comme la molécule de RAP) ; UDPAG (uridine 5’-
diphospho-D-acide glucuronique) et 3’-phosphoadenosine 5’-phosphosulfate (PAPS) sont
les agents de conjugaison électrophi les (Zakrzewskï, 1991).
Le glutathion est un tripeptide de -gIutamyl-cystéinyl-gIycine qui se trouve dans plusieurs
tissLts et principalement dans le foie (100 g de tissu de foie contiennent 170 mg de
glutathion réduit). La biotransformation enzymatique de plusieurs RAP conduit à la
formation d’électrophiles qui peuvent être détoxifiés par le glutathion à l’aide de diverses
glutathion S-transférases (Zakrzewski, 1991). Par exemple, les époxydes ou diol-époxydes
du BaP sont les substrats pour la glutathion S-transférase dans lequel le soufre du glutathion
s’attache d’une manière covalente avec le carbone électrophile (Merrick et Selkirk, 1986).
Les quinones peuvent aussi se conjuguer avec le glutathion et même former les conjugués
mufti-substitués (Hill et al., 1993; Lau et al., 1988; Murty et Penning, 1992; Sndhar et al.,
2001). Ces conjctgués sont éliminés des cellules en créant vraisemblablement un système de
protection important (Bostrom et al., 2002). Le métabolisme d’une grande partie des HAP
conduit à la détoxication, mais certains RAP sont activés en formes possédant une affinité
plus grande pour l’ADN que les agents de conjugaison.
1.1.2.5.1. PÏiysico-chimie et biochimie des quinones
Les hydroquinones subissent des changements d’oxydation - réduction réversibles ce qui
peut entraîner une grande variété de combinaisons des couples redox (Figure 3). Chaque
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couple redox a un potentiel électrochimique dépendant du degré de protonation et réduction
électtonique. Cet équilibre persiste dans les systèmes chimiques ainsi que biologiques
(Monks et ctÏ., 1992; Roginsky et al., 1999).
PROTONATION
4
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Figure 3. Présentation schématique des états de déprotonation et d’oxydation de
l’hydroquinone, où hydroquinone QH2, QH et Q2; semiquinone = QH2, QH et Q;
quinone QH2, QH’ et Q (www.inchem.org).
Il est connu que les hydroquinones libres sont généralement sensibles à l’air et, pendant les
procédures de leur isolement, tendent à s’oxyder en quinones (Cho et Harvey, 1976). Dans
les systèmes biologiques, les quinones subissent la réduction d’un électron (I e) par la
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Figure 4. Production des radicaux superoxydes par un cycle redox de quinone (Nel et cd.,
2001).
Les semi-quinones réduisent l’oxygène aux radicaux superoxydes (02) et peuvent se
réoxyder jusqu’aux quinones originales. Ceci conduit à un cycle redox pendant lequel des
espèces réactives de l’oxygène (ROS : reactive oxvgen species, i.e., O, H702 et H0)
s’accumulent (Koster, 1991; Penning et cd., 1996; Reed et al., 2003). Suivant ce
mécanisme, les quinones contribuent à une activation cellulaire et à la toxicité des
xénobiotiqucs. L’enzyme NADPH quinone oxydoréductase protège contre les effets
néfastes en catalysant la réduction de 2 e jusqu’à l’hydroquinone, qui est éliminé par la
conjugaison (Nel et al., 2001). Cependant, les quinones des RAP avec la région «baie »,
telles que les BaP quinones, se conjuguent plus lentement que les RAP sans région «baie »
(Murty et Penning, 1992). Puisque les quinones peuvent être électrophiles, une liaison





Figure 5. Cheminement biologique des quinones. Le symbole [01 indique que les quinones
conjugués avec la glutathion (GSH) peuvent subir le cycle redox ainsi qu’une
déconjugaison (Monks et ai., 1992).
La semÏ-quinone qui résulte peut directement réagir avec les composantes importantes de
tisscis et produire les radicaux libres secondaires comme le superoxide. La réactivité et les
propriétés thermodynamiques des quinones (Q) ainsi que leurs formes réduites (semi
quinones (Q) et hydroquinones (QH2)) sont liées à plusieurs problèmes biologiques
incluant la cytotoxicité des quinones, l’application des quinones comme agents
anticancéreuses, transfert électronique et le fonctionnement du système de défense









1.1.2.5.3. Efj’ts cancérogènes des HAP
Bien que les homologues des RAP soient similaires, ils possèdent une diversité structurelle
qui explique la différence de leur métabolisme et de leur potentiel cancérogène relatif. La
plupart des RAP cancérogènes appartiennent à la catégorie des cancérogènes génotoxiques
(qui indirectement réagissent avec l’ADN, passant d’abord par l’activation métabolique
induite par des isoformes de la famille du cytochrome CYP (Hecht et al., 2003;
Sithisarankul et ai., 1997)) ayant le potentiel d’altérer le code génétique. Les composés
génotoxiques augmenteraient le risque de façon linéaire sans seuil. Cependant, certains
RAP peuvent exercer des actions épigénétiques (Bostrom et al., 2002; Penning et cii., 1996.
Pfeiffer, 1977). La classification des RAP selon l’Organisation Mondiale de la Santé
tOMS) et le Centre International de Recherche sur le Cancer (CLRC) est présentée dans le
Tableau 2.
Certains de ces composés inertes peuvent se métaboliser en dérivés électrophiles instables
(diol-époxydes où la double liaison du noyau benzénique angulaire est saturée par
l’époxyde et forme une partie de la région «baie ») qui peuvent se lier par une liaison
covalente stable avec des molécules cellulaires en formant les adduits HAP-ADN et RAP-
protéines (Hecht et cti., 2003: Jacob et cd., 1981; Nordqvist et al., 1979; Sims et ai., 1974;
Thakker et ai., 1982).
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Tableau 2. Évalciation du potentiel cancérogène des HAP individuelles chez l’animal et
chez l’humain
CWCb
HAP oMsa Évidence Évaluation
Humain Animaux générale
Benzo(a)anthracène + ND S 2A
Benzo(b)fluoranthène + ND S 2B
Benzo(j)fluoranthène + ND S 2B
Benzo(k)fluoranthène + ND S 2B
Benzo(ghi)pérylène (-) ND 1 3
Benzo(a)pyrène + ND S 2A
Dibenzo(ah)anthracène + ND S 2A
Fluoranthène (+) ND I 3
Indéno(123cd)pyrène + ND S 2B
Pyrène (+1-) ND I 3
Basé seulement sur des études de cancérogenèse chez animal -. négative +. positive ; +1-, discutable t O. nombre
d’études limité (WHO, 1998)
5’A probablement cancérogène chez l’homme 2B, possiblement cancérogène chez l’homme 3, n’est pas classifié
comme cancérogène chez l’homme I. évidence inadéquate L, évidence limitée t S, évidence suffisante ND. donnés
non adéquates tIARC, 1983; l987
Dans le cas du BaP (composé le plus étudié parmi d’autres RAP, à cause de son niveau
environnemental relativement élevé et la toxicité prononcée pour la santé, comparé aux
autres HAP identifiés dans l’environnement), après son activation en 7,8-dihydrodiol-9,10-
époxyde, une liaison covalente entre le C-10 de l’hydrocarbure et l’azote exocyclique de la
glianine est formée (Figure 6). Les deux stéréo-isomères de 7,8-dihydro-9,8-époxyde (le
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cis- et le trans-époxy) réagissent avec l’ADN in vitro, tandis que seulement le trans
isomère est réactif in vivo (Zakrzewski, 1991). À moins que ces adduits soient éliminés par






Figure 6. L’interaction du 7,8-dihydrodiol-9,1O-époxyde de BaP avec le groupe aminé de la
guanine.
1.1.2.6. Excrétion
Les métabolites des RAP et leurs conjugués sont excrétés dans l’urine et les fèces. Lorsque
la masse moléculaire des RAP homologues augmente, la fraction d’excrétion de leurs
métabolites dans l’urine par rapport aux fèces a tendance à diminuer, car la voie biliaire
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devient plus favorisée (Bouchard et Viau, 1996; Withey, 1990). Parfois, les conjugués
excrétés dans la bile peuvent être hydrolysés par les enzymes de la flore intestinale et être
réabsorbés (Mehta, 1987). Ces caractéristiques ont été observées pour le 1-OHP chez te rat
où, suite à la consommation de fibres alimentaires, l’excrétion urinaire a diminué par la
création d’un shcmt de la circulation entérohépatique (Viau et cd., 2004). De même, chez
des rats ayant subi une canulation biliaire, le pourcentage de métabolites de RAP plus
lourds retrouvé dans l’urine par rapport à des rats non canulés est plus faible, suggérant
ainsi l’existence d’un cycle entérohépatique (Chipman et aï., 1982; Kotin et al., 1959;
Rahman et al., 1986). Par ailleurs, il a été montré que l’excrétion des HAP est rapide et
presque complète après trois jours (Bouchard et al., 2002; Bouchard et Viau, 1995; Jacob et
Seidel, 2002).
1.1.3. Toxicocinétique quantitative
L’étcide toxicocinétique quantitative des HAP a été effectuée chez animal ainsi que chez
l’humain. Pour des raisons éthiques, la détermination des paramètres cinétiques chez
l’homme est basée sur l’analyse des excrétas corporels, qui fournit de l’information
indirecte sur des processus cinétiques, tandis que l’analyse sanguine et tissulaire des
organes est réservée à l’animal (Bouchard et al., 1998a; Tozer, 1986; Withey et aï., 1991).
Les études toxicologiques chez l’animal reposent souvent sur des mesures non spécifiques
de substances marquées, permettant ainsi de suivre le bilan des masses du produit en
question (Withey et al., 1991). Bien que la technique de cette approche est simple, les
19
paramètres toxicocinétiques qui en sont tirés ont souvent des coefficients de variation trop
larges (Withey et al., 1994). Dans certains cas, des études expérimentales chez l’animal
avec mesures de métabolites spécifiques ont toutefois été effectués (Bouchard et ctÏ.,
1998a).
À partir des études disponibles, la cinétique a pu être décrite quantitativement. La cinétique
quantitative la plus simple peut être représentée par un modèle à un compartiment où les
concentrations en fonction du temps diminuent de façon linéaire.
Ici Q(t) et U(t) sont respectivement la quantité de la substance dans l’organisme en fonction
du temps et la quantité urinaire de la substance en fonction du temps. Un des paramètres de
la cinétique qui apporte l’information pertinente pour les indicateurs biologiques est la
demi-vie (t) d’élimination. Celle-ci déterminé à partir de la constante d’élimination
(keiun), qui correspond à la pente de la concentration décroissante au cours du temps sur un






Dans la plupart des études chez l’humain, les demi-vies sont déterminées seulement pour la
première phase d’élimination, car la charge corporelle n’est pas toujours suffisante pour
surveiller l’excrétion à long terme et déterminer la demi-vie de la deuxïème phase (Viaci et
ut., 1995). Cependant, chez les travailleurs exposés d’une manière chronique aux HA?,
l’élimination du 1-naphthol et 1-OHP a été observée en deux phases à partir desquelles les
demi-vies respectives ont été établies (Flovaara et al., 1995; Heikkila et al., 1995;
Jongeneelen et aï., 1988a). Dans certaines études animales, l’excrétion des métabolites
urinaires a aussi été décrite en deux phases (Bouchard et Vïau, 1998; Withey et al., 1994).
Ainsi, la cinétique d’élimination à deux compartiments peut mieux expliquer certains
phénomènes d’excrétion de métabolites
Ici Q1(t) et Q(t) sont les quantités de la substance dans l’organisme en fonction du temps
respectivement dans le compartiment central et périphérique. La demi-vie est alors calculée
comme pour la première phase (Formule 1) à partir de la constante keijm, mais cette fois-ci
déterminée par la pente décroissante de la deuxième phase sur un graphique 10g-linéaire.
dose
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Des demi-vies d’excrétion urinaire des métabolites des HAP chez l’humain et l’animal sont
présentées à l’annexe 4.
En ce qui concerne l’absorption des HAP et son influence sur la cinétique dans
l’organisme, l’expérimentation avec les rongeurs a montré que le profil et le taux
d’excrétion des métabolites des HAP dans l’urine dépend de la voie d’administration
(Grimmer et aL. 1998; 1991a; Jacob et ctt., 1989; Ramesh et aï., 2002; van de Wiel et al.,
1993). Ainsi dans l’étude de Bouchard et Viau (1997) l’excrétion du 3-OI-IBaP et 9-OHBaP
urinaires chez le rat atteint le maximum au cours de 24 premières heures après
l’administration orale et 1V au BaP. tandis que ce maximum survient entre 24 et 48 heures
après l’administration cutanée. De même, la fraction d’excrétion suite à l’administration
orale et IV est plus grande que celle qu’en mesure après l’administration cutanée.
Par ailleurs, l’absorption orale du pyrène a été déterminée chez le rat et correspond à une
demi-vie de 10 minutes avec un temps de latence de 4 minutes et une biodisponibilité de
74 %, calculé à partir du [‘4C]pyrène (Withey et aÏ., 1991). Une variation de la demi-vie a
alors été observée en fonction de la dose, suggérant une cinétique non linéaire créée par la
ré-absorption prolongée par le cycle entérohépatique (Mehta, 1987). On sait aussi
qu’environ 2 % de la dose des HAP absorbées sur la peau humaine réside dans un
compartiment de stockage et qu’après exposition cutanée, la demi-vie d’excrétion est
bîphasique avec une phase terminale d’environ 17 jours (Godschalk et al., 199$:
Jongeneelen et ctl., 1988a).
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Lorsqu’il s’agit d’absorption par inhalation, une fois que les xénobiotiques ont atteint le
flux sanguin, ils sLtivent une cinétique semblable à celle observée après administration IV
(Benowitz. 1996; Zakrzewski, 1991). La clairance des HAP particulaires dans les voies
respiratoires chez les animaux est un processus biphasique avec une phase initiale (rapide)
et une phase secondaire (lente) (Bond et cii., 1985; Mitchell, 1982). Ce profil biphasique
s’explique par les distances différentes de diffusion vers les capillaires du sang dans les
bronches et les alvéoles qui sont respectivement d’environ de 50 et 0,5 im (Gerde et cii.,
1991). Ainsi, le BaP peut être retenu par les bronches quelques heures comparativement
aux alvéoles où il réside moins d’une minute. Ceci est conforme aux observations chez
l’humain où presque 95 % des cancers pulmonaires se forment dans la zone bronchiale
(Pott, 1989).
À partir de données sur le comportement cinétique après exposition aigu, on peut prédire,
par ajustements appropriés, le comportement cinétique après exposition sous-chronique ou
chronique à des doses répétées (Bouchard et ciL, 2002). La connaissance des cinétiques
d’absorption et d’élimination urinaire de chaque RAP guide le choix du moment du
prélèvement urinaire lorsque des échantillons extemporanés sont utilisés (Bernard, 1995;
Brandt et Watson, 2003; Gendre et aL. 2004; Scherer, 2005; Zhao et aÏ., 1992). Cependant,
certains auteurs (Bouchard et Viau, 1999; Grimmer et ctt., 1994; Lafontaine et cti., 1999)
proposent une stratégie de collecte urinaire de 24 h qui reflète mieux la relation entre les
doses de RAP absorbés et le 1-01-W.
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1.2. Surveillance environnementale et biologique de l’exposition
aux HAP
1.2.1. Surveillance environnementale
Depuis 1940, l’exposition aux HAP chez les travailleurs a été évaluée par l’échantillonnage
de l’air en milieu du travail. En 1970, les échantillonneurs statiques ont été remplacés par
les échantillonneurs personnels. Dans plusieurs études antérieures, l’exposition aux KAP a
été présentée en considérant l’exposition au brai de goudron de houille voÏcttit (BGHV, soit
la fraction soluble dans le benzène). Depuis trois décennies seulement, les 16 HAP-EPA
(EPA, 1979) ou le BaP seul (te marqueur prioritaire) ont été déterminés directement dans
l’air en milieu du travail (Zapponi et al., 1997). L’avancement des méthodes analytiques a
impliqué un échantillonnage complet des fractions particutaire et gazeuse des HAP (Noto et
ctt., 1996). Dans plusieurs pays, la valeur limite d’exposition (VLE) en milieu de travail est
indiqciée pour le BGHV (Tableau 3). En général, les normes des composés cancérogènes se
basent sur l’indice de l’unité de risque qui, selon les approches (humaine ou animale) et les
modèles adoptés (multistage, par exemple), varie d’un auteur à l’autre (Bostrom et al.,
2002; Hattemer-frey et Travis, 1991; Tsai et ctt., 2001; Zapponi et ctl., 1997).
24
Tableau 3. Résumé des indicateurs des HAP en milieu du travail et leurs valeurs de
référence
Pays. organisation I directive Indicateur Valeur limite d’exposition(/iglm3)
États-Unis. ACGIH
(ACGIH, 2003)
Canada : Québec (RSST,
2001) BGHV 200
Pays-Bas, norme d’hygiène
Jongeneelen et ctl., 1988b)
france. Ministère du Travail
• (INRS,_1997)
Canada : Québec, RSST BaP 5
(RSST. 2001)
Allemagne, TRK BaP 2




Le risque relatif, étant la réponse d’une mesure dans des études épidémiologiques, peut être
utilisé pour calculer l’excès de isque de cancer à vie comme unité de risqcie (UR) relié à




où P0 risque de base, RR risque relatif entre le nombre de cancer observé (0 et attendu tA) dans la
population exposée. X : exposition moyenne pendant la durée de vie totale; dans le cas d’exposttion
protessionnelle. X représente une exposition de 8-h/j, 240-jours/an aux cours des années de travail. sou
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X= 8-h TWA x,< x249/ dttrée c[exposition movenize Ictnnée]
_4 365 esperance de vte 7O cuis]
où TWA est la moyenne pondérée en fonction du temps en ig!m3 (ACGIH. 2005).
Cependant, la VLE de BGHV (US TLV tÏzreshotct limit vctÏue) n’était pas basée sur l’unité
de risque provenant des études épidémiologiques, mais plutôt sur les limites analytiques
(concentration de la fraction soluble détectée dans le benzène). Il est clair qu’elle n’est pas
une base solide pour le risque sur la santé et présente seulement un compromis pratique
(ACGIH, 2003; Jongeneelen, 2001).
Actuellement, il n’existe pas de norme environnementale à l’échelle mondiale pour le BaP
pour la population générale, mais au Québec, conformément avec la proposition de l’U.S.
EPA, un critère de qualité de l’air est limité à 0,9 ng/m3 (Bisson et Walsh, 1997). En Suède,
les valeurs normes pour le BaP et e fluoranthène suggérées sont de 0,1 et 2 nglm3.
respectivement (Bostrom et al., 2002). Zhao et al. (1996) ont proposé, dans l’air urbain, une
valeur de 7 ng/m3 de BaP, correspondant à un risque négligeable pour les résidents en
Chine. Hansen et al. (1994) ont trouvé que des concentrations de pyrène dans l’air
supérieures à 0,2 /ig/m3 sont généralement associées à des concentrations mesurables de
RAP cancérogènes. Mais, peu importe les chiffres proposés, en admettant que certains
RAP sont des composés cancérogènes, leur niveau d’exposition devrait être maintenu le
plus bas possible (WHO, 2000).
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1.2.2. Surveillance biologique
La surveillance environnementale ne permet pas de déterminer avec précision les quantités
des xénobiotiques absorbées et les charges corporelles atteintes, car celles-ci sont
influencées par des facteurs inhérents aux individus (voies, fraction et taux d’absorption,
etc.) (Jacob et Seidel, 2002). Pour ces raisons, la surveillance biologique, qui se base sur les
mesures des niveaux des xénobiotiques et de leurs métabolites dans des fluides corporelles,
paraît un moyen plus efficace d’estimation des niveaux réels d’exposition que les HAP
environnementaux (Strickland et al., 1996; Weber et al., 2003).
1.2.2.1. Indicateur biologique
Les indicateurs biologiques ont servi d’abord pour les maladies infectieuses et
ultérieurement sont devenus indispensables dans l’épidémiologie de cancer ainsi que la
médicine professionnelle, légale et environnementale (DeCapno, 2006; Hulka, 1991;
Scherer, 2005). Cependant, le terme de «indicateur biologique» est relativement récent,
mentionné dans la littérature à partir des années 1960 (DeCapno, 2006). Les indicateurs
biologiqLtes sont d’habitude partagés dans trois catégories suivantes de l’exposition (IBE),
de l’effet (IBEf) et de la susceptibilité (TBS) (Boffetta, 2000; McMichael, 1994; Perera,
1996; Rothman et ctl., 1995). L’lEE est une substance exogène, un de ses métabolites ou
encore un produit d’interaction entre le xénobiotique et les molécules ou cellules cibles
mesurés dans des compartiments de l’organisme. Le [BEf est une altération biochimique,
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physiologique ou autre mesurable dans un organisme et, dépendamment de l’importance.
peut être reconnu comme déficience établie ou potentielle pour la santé ou même la
maladie. Finalement, le IBS est un indicateur d’un facteur inhérent ou acquis modifiant
l’habilité de l’organisme à répondre à l’exposition à des xénobiotiques spécifiques
(Jackubowski et Trazcinka-Ochocka, 2005). Puisque ces catégories des indicateurs
biologiques représentent une continuité, une claire distinction entre les IBE et IBEf est
difficile (Vine, 1996).
Dans la surveillance de l’exposition aux HAP, on s’intéresse surtout aux IBE. Par exemple,
les métabolites urinaires, les thioéthers urinaires, les adduits RAP-protéines et les adduits
HAP-ADN sont dosés chez l’humain (Burgaz et ctt., 1992; Feng et cii., 2006; Reuterwall et
ctl.. 1991; Scherer et al., 1992).
Les thioéthers urinaires ne sont pas des indicateurs spécifiques de l’exposition aux agents
mutagènes et leur mesure est peu sensible à l’exposition aux HAP en milieu de travail ; de
plus, la fumée du tabac est un facteur confondant assez important (Clonfero et ctt., 1989;
Ferreira et ctl., 1994a). C’est pourquoi ils ne sont pas appropriés pour les applications de
routine.
Chez l’humain, les tissus-cibles, susceptibles à la cancérogenèse, ne sont pas accessibles
pour effectuer une surveillance biologique à partir de la formation des adduits HAP-ADN,
considérés comme indice direct de la génotoxicité des HAP. C’est pourquoi l’analyse
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s’effectue à partir des globules blancs du sang, de l’hémoglobine des hématies, de
l’albumine, etc., en les considérant comme marqueurs de substitution de l’ADN tissulaire
tGodschalk et at., 2000; Kang et al., 1995). La technique analytique des adduits à l’ADN
comprend les immunoessais enzymatiques (Omiand et al., 1994; Santella, 1988), le
marquage au 32P (Beach et Gupta, 1992) et la détection par fluorescence (Koreeda et al.,
1978). Ce dosage apparaît très sensible mais non spécifique. Cependant, la technique
analytique peut être partiellement remplacée par de nouvelles méthodes de
chromatographie liquide à haute résolution (J-TPLC), développées pocir la séparation des
adduits à l’ADN (Hemminki et al., 1997). La technique analytique des adduits aux
protéines comprend l’hydrolyse douce en détachant la partie protéinique de l’adduit suivi
d’analyses par HPLC-fluorescence, dosage par la méthode ELISA (« enzyme-lin ked
immcinosorhent assay »), chromatographie en phase gazeuse (GC) ou HPLC avec
spectrornétrie de masse, ainsi que la fluorescence induite par laser (Bostrom et aï.. 2002).
Des corrélations statistiquement significatives ont été observées entre les adduits à l’ADN
et les niveaux d’exposition au BaP ainsi qu’aux HAP individuels chez les travailleurs
exposés, mais ce n’était pas le cas au niveau environnemental (Qu et al., 2004). La durée de
vie des adduits du BaP avec l’albumine chez l’humain est d’environ 20 jours (chez le
lapin : 5,8 et 9,6 jours, pour les doses respectives 0,5 et 5 mol BaP/kg p.c.: chez le rat: 3,6
jocirs), tandis que pour les adduits à l’hémoglobine, elle peut atteindre jusqu’à 120 jours
(18,3 jours chez le lapin et 10,7 jours chez le rat) (Lauwerys et Hoet, 2001; Viau et Camer,
1995; Viau et aï., 1993). En conséquence, les adduits des HAP totaux liés aux
29
macromolécules retiètent plutôt l’imprégnation des 2 à 4 derniers mois sans fluctuation
d’exposition (Droz, 1993a). Selon (Pastorelli et aï., 1999; 2000), l’effet de la fumée de
tabac n’affecte pas la formation des adduits BaP dans la population générale et rend cette
approche peu prometteuse pour la surveillance biologique éventuelle (Blondin et Viau,
1992; Feneira et ctÏ., 1994b). Cependant, d’autres auteurs indiquent que la quantité des
adduits formés varie d’un individu à l’autre en fonction de l’alimentation, du tabagisme et
de la différence d’inductibilité enzymatique due au polymorphisme génétique (Pillière et
Conso, 2002; Rojas et aï., 2000; Zhang et ctï., 2000).
Les métabolites urinaires des HA? sont des indicateurs potentiels d’exposition récente et de
la dose interne des HAP. Droz (1993b) a montré qu’un indicateur biologique ayant une
demi-vie inférieure à 10 h donne une bonne indication de l’exposition récente, mais ne
présente pas d’intérêt pour la reconstruction de l’exposition passée. Ainsi, l’augmentation
de la demi-vie de l’indicateur biologique peut refléter une exposition moyenne sur une
période de temps plus longue (Bernard, 1995).
En particulier, le dosage des naphtols urinaires, i.e. métabolites du naphtalène, constituerait
un marqueur intéressant pour l’évaluation de l’exposition à très faibles niveaux de HAP
(Bouchard et al., 2001; Kim et aï., 2001). Cependant, la concentration du naphta]ène étant
beacicoup plus élevée dans l’air que dans les aliments présente une meilleure corrélation
entre l’excrétion des naphtols et le tabagisme qu’avec l’alimentation (Elovaara et al., 1995;
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Yang et LII.. 1999). De plus, la demi-vie d’excrétion du 1-naphthol est relativement courte
pour favoriser une surveillance biologique (Bieniek, 1994; Heikkila et aï., 1995).
Les métabolites du phénanthrène monohydroxylés ont aussi été évalués comme indicateurs
spécifiques de la fumée de tabac, selon leurs sites d’oxydation (Gundel et ctt., 1996;
Heudorf et Angerer, 2001). Les formes avec les sites d’oxydation 2-, 3- et 4-
rnonohydroxyphénanthrène répondent bien à la relation «dose - réponse» suite à
l’exposition au tabac, tandis que ce n’est pas le cas pour le 1-hydroxyphénanthrène.
Cependant, les quantités totales des métabolites urinaires du phénanthrène se sont pas
significativement dépendantes du tabagisme (Jacob et aI., 1999; Martin et al., 1989). Dans
le cas d’expositions industrielles à des doses importantes de RAP, les dihydrodiols du
phénanthrène sont de 2 à 6 fois plus abondants que les métabolites monohydroxylés et le 3-
hydroxyphénantrène prédomine par rapport aux autres isomères monohydroxylés (Grimmer
et aI., 1993). En général, les études suggèrent d’analyser les métabolites du phénanthrène
comme des indices supplémentaires et non comme des substituts des indicateurs
biologiques plus pertinents (Jacob et ctï., 1999).
Le fluorène, un RAP abondant dans la phase gazeuse, suscite quant à lui un grand intérêt
des derniers années pour la surveillance biologique surtout que son métabolite, le 2-
hydroxyfluorène, est assez sensible pour distinguer les fumeurs des non-fumeurs dans la
population générale (Chetiyanukomkul et al., 2004).
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Le benz(a)anthracène se trouve dans des mélanges de HAP, parfois en concentrations
scipérieures au BaP (Chen et al., 1996; Wang et ut., 1999), mais ce n’est pas toujours le cas
pour aisément détecter ses métabolites urinaires (Szaniszlo et Ungvary, 2001). Le 3-
hydroxybenz(a)anthracène a été proposé comme marqueur biologique des composés
cancérogènes, mais il existe encore peu de données pour confirmer son utilité comme
indicateur de l’exposition aux RAP totaux (Chuang et al., 1999; Gundel et Angerer, 2000;
Jongeneelen et aÏ., 1987).
Un protocole de dosage du 3-hydroxybenzo(a)pyrène (3-OHBaP) urinaire est toujours en
cours d’élaboration vers des techniques plus sensibles, même si des études ont été entamées
à la même période que pour le 1-01-P, car la concentration du 3-OHBaP est de 1 000 à
10 000 fois plus faible que cetie du l-OHP (Anese et al., 1994; Gnmmer et al., 199 lb;
Gundel et Angerer, 2000; Jongeneelen et al., 1987; Lafontaine et aÏ., 2006; Simon et aï..
2000: Szaniszlo et Ungvary, 2001). Même si ce marqueur est plus difficilement détectable
comparativement au 1-OHP (Szaniszlo et Ungvary, 2001), il demeure plus représentatif des
hydrocarbures pentacycliques cancérogènes.
Étant donné qu’une grande proportion du pyrène (1 - 10 %) se trouve dans des mélanges de
RAP (Buchet et ctl., 1992; Jongeneelen et aï., 1985: Petry et aï., 1994; Van Delft et al.,
199$; Vyskocil et al., 1997), le dosage de son métabolite le 1-OHP urinaire est utilisé
comme marqueur indirect de l’exposition à l’ensemble des HAP (Jongenee!en, 2001).
Malgré son faible taux d’excrétion urinaire chez l’humain (0,2 - 4,5 %) (Kang et al., 1995;
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Viau et at., 1995), la robustesse de la méthode analytique, la demi-vie acceptable pour une
surveillance biologique et les corrélations non négligeables avec les autres HAP
environnementaux, donne beaucoup de crédibilité à ce métabolite. Le conjugué du 1-OHP,
le 1-OHPG urinaire corrèle aussi bien avec les RAP spécifiques que les RAP totaux et le
nombre des cigarettes consommées par jour (Bowman et al., 1997; Kang et cd., 1995: Lee
et al., 2002; Singh et ctÏ., 1995). Il semble être très sensible chez les non-fumeurs sans
exposition professionnelle aux HAP (Qu et ctl., 2004; Sithisarankul et ctt., 1997).
Puisque ta proportion relative du pyrène dans les mélanges des RAP environnementaux
peut varier d’une source à l’autre, la valeur limite fixée pour la concentration de 1-OHP
urinaire ne peut s’appliquer à toutes circonstances d’exposition. C’est pourquoi l’ACGIH
ne précise pas de valeur guide du 1-OHP assurant une protection pour la santé des
travailleurs (ACGIH, 2003), tandis que (Jongeneelen, 2001) propose des valeurs repères du
1-OHP à trois niveaux, basés sur l’exposition et les effets toxiques (Tableau 4). Le dosage
du 1-OHP dans les urines devrait se faire au début du quart de travail, en début de semaine
de travail, pour mesurer le niveau de base et dans les urines de fin de quart de travail, à la
fin de la semaine de travail pour mesurer l’exposition de la semaine (Bouchard et Viau,
1999; Jongeneelen, 2001). L’idéal serait d’effectuer un dosage supplémentaire scir les
urines recueillies de 3 à 6 heures après l’arrêt de l’exposition car le pic d’excrétion apparaît
souvent de façon retardée, surtout en cas d’exposition cutanée prédominante (Pillière et
Conso, 2002). Au cours de la semaine de travail, une accumulation du pyrène est également
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observée. Dans l’interprétation des résultats, il faudrait tenir compte de la charge de travail,
des RAP contenus dans l’alimentation et du tabac. Ce dernier ne joue un rôle que lors de
faibles expositions professionnelles (Elovaara et al., 1995; Lafontaine et al., 2006
Lauwerys et Hoet, 2001).






95e centile chez les contrôles sans 0,24 (non-fumeurs)1er
niveau
exposition en milieu du travail 0.76 (fumeurs)
aucun effet biologique (génotoxique) chez
2 niveau 1,4
les travailleurs exposés
Les travailleurs exposés à la valeur limite 2,3 (fours à coke)
d’exposition pour les BGHV dans les
3 niveau
industries de fours à coke et d’aluminium 4,9 (aluminium
primaire)
primaire
En conséquence, on peut constater que le choix et validation des indicateurs biologiques
devrait être basés sur des considérations pratiques et biochimiques (Vine, 1996). De côté
pratiqite, le choix des métabolites de RAP est parfois restreint selon la disponibilité des
standards sur le marché. Scherer (2005) indique que, pour des expositions complexes, le
dosage d’un groupe d’indicateurs biologiques est préférable à celui d’un seul indicateur
biologique. Du fait de leur l’abondance dans l’environnement, les métabolites du
phénanthrène et du pyrène seraient des indicateurs adéquats de l’exposition aux RAP en
34
général, tandis que les métabolites du BaP seraient des indicateurs appropriés pour
lexposition aux HAP cancérogènes (Bostrom et al., 2002).
1.3. Les métabolites du pyrène
Le 1-hydroxypyrène (1-OHP), 1,6-dihydroxypyrène, 1,8-dihydroxypvrène, et le 4,5-
dihydrodiol du pyrène ont été identifiés comme métabolites du pyrène chez le rat, le lapin,
le chien et in vitro (préparations de foie de rat) (Boyland et Sims, 1964; Gerde et cd., 1998;
Grover et ctt.. 1972; Sims, 1970). De plus, deux dérivés tnoxy ont été isolés après
l’incubation du pyrène dans des préparations de foie de rat (Jacob et al., 1982). Le 1,2-
dihydroxy-1,2-dihydropyrène a été rapporté par Gnmmer et cd. (1993) comme un
métabolite mineur du pyrène chez l’humain.
1.3.1. Le 1-hydroxypyrène
Depuis les vingt dernières années, le 1-OHP, un métabolite du pyrène a suscité tin grand
intérêt parmi des cherchectrs quand Jongeneelen et ctt. (1986) l’ont introduit comme
indicateur biologique de l’exposition aux HAP. Une bonne corrélation existe entre les
concentrations de 1-OHP à la fin du poste de travail et les concentrations atmosphériques
du pyrène lors d’expositions exclusives par inhalation. Brzeznicki et al. (1997) estiment
quen moyenne le pyrène, retenu par les voies respiratoires, constitue 61 % de la dose
inhalée, tandis que la fraction du pyrène inhalé, retrouvée dans l’urine sous forme de
1-OHP est de 1 à 30 % (Brzeznicki et ai., 1997; Heikkila et al., 1995; Kang et ctl., 1995,
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Van Rooij et al.. 1993). Ceci n’est plus vrai en cas d’expositions concomitantes par
différentes voies, où une grande proportion du 1-01-W excrété peut correspondre à la
pénétration perccltanée (Pillière et Conso, 2002; Van Rooij et al., 1993).
Par ailleurs, d’après des expériences animales, le 1-01-W dans l’urine et les fèces de rat
représente une fraction constante de l’ensemble des métabolites excrétés (Bouchard et aï.,
1998a). Une relation a aussi été trouvée entre le pyrène environnemental, étant dans des
matrices complexes en milieu de travail, et le 1-01-W urinaire. De plus, on sait que le ratio
entre le e pyrène et d’autres HAP diffère selon les industries et les procédés (Hansen et al.,
1994). Ainsi, un niveau guide d’indice biologique de l’exposition (BEI®) peut être calculé
en fonction des concentrations du pyrène et du BaP présents dans des mélanges des HAP
(ACGIH, 2005):
Nivectu recommandé ctjusté = 1ug(1—OHP)/ (3)
où 2,5 est le rapport pvrène/BaP qu’on retrouve dans l’air d’usine de fours à coke et dans la
production des électrodes de réduction d’aluminium où le brai de goudron de houille est
utilisé comme liant. Le niveau de J ,ug J-OHP/L d’urine est basé sur l’exposition aux HAP
qui se manifèste pour des niveaux de 1-OHP urinaires dans 99 % ou plus de la population
étudiée sans exposition aux RAP significative ou professionnelle (Huang et al.. 2004).
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De nombreuses études ont confirmé que la surveillance biologique à l’aide du 1-OHP,
quand il s’agit de faibles niveaux d’HAP, n’est pas applicable (Chénier et Viau, 1997;
Hansen et al., 1995; Hara et al., 1997; Jacob et al., 1989), car la valeur de l’indicateur
biologique se trouve au niveau du bruit de fond et est difficilement quantifiable. Le 1-CI-W
est aussi confronté à une importante variabilité interindividuelle (CV de 50 à 109 %) parmi
les sujets attribués au même groupe d’exposition (Petry et al., 1996; Siwinska et ai., 1998;
Viau et ctÏ., 2002). Le dilemme demeure dans les choix suivants : soit qu’on arrive à
contrôler les facteurs d’exposition externe et la variation interne, donc le polymorphisme
génétique, soit qu’on exploite d’autres formes du pyrène quantitativement plus abondantes
qui pourront être moins influencées par ces facteurs. Ce dernier semble être plus
convaincant, cependant il y a peu de données sur d’autres métabolites du pyrène ayant un
degré d’oxydation plus élevé, autrement dit les pyrènes polyoxydés.
1.3.2. Les pyrènes polyoxydés
Le métabolisme du pyrène en ses homologues polyoxydés (pyrène-l,6-quinone/1,6-
dihydroxypyrène (PI6D), pyrène-1 ,8-quinone/i ,8-dihydroxypyrène (Pi 8D)) et l’excrétion
dans l’uhn.e chez le rat et la souris après injections IV et intrapéritonéale (IP) ont été
présentés en détail par Harper (1957). Ces résultats ont été partiellement confirmés chez le
rat et le lapin après injection W par Boyland et Sims (1964), qui a retrouvé un autre
métabolite cirinaire, le 4,5-dihydroxy-4,5-dihydropyrène. Bien que la technique
d’identification était par chromatographie sur couche mince et donc s’avérait une méthode
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plutôt qualitative des métabolites possibles, les auteurs ont pu se prononcer sur des valeurs
semi-quantitatives. Un travail quantitatif, effectué par la chromatographie en phase gazeuse
couplée à la détection par ionisation de flamme (GC-FD), a paru plus tard (Grimmer et aï.,
1993; 1994), mais cette fois-ci, le métabolite urinaire du pyrène polyoxydé chez les
travailleurs d’usine de coke présentait une fraction du 1,2-dihydroxy-1,2-dihydropyrène de
2 à 6 fois inférieure à celle du 1-OHP. L’étude de Gerde et al. (199$) fait ressortir la
présence des P16D, PI8D et pyrène-trctns-4,5-dihydrodiol urinaires chez les chiens traités
au pyrène par instillation intratrachéale. Les auteurs ont estimé qcie ces métabolites
dioxydés se trouvent en quantités 3 fois plus élevées que le 1-OHP dans l’urine. Cependant,
jusqu’à maintenant, aucune étude systématique n’a été faite pour établir leur taux
d’excrétion et les paramètres cinétiques.
1.3.3. La conjugaison
La conjugaison est un processus de détoxication. Les métabolites du pyrène hydroxylé sont
principalement excrétés dans l’urine sous forme conjuguée avec l’acide glucuronique et
l’acide sulfurique (Boytand et Sims, 1964). Cependant, ils peuvent être déconjugués par
l’action de la ,6-glucuronidase dans les reins ou par un pH acide de l’urine (Zakrzewski,
1991). Seulement O - 15 % du 1-OHP excrété dans l’urine constitue un composé non
conjugué (Sithisarankul et al., 1997). Les conjugués avec une masse moléculaire inférieure
à 300 sont habituellement excrétés par les reins. Les conjugués glucuronidés du 1-OHP ont
une masse moléculaire de 37$. valeur qui avoisine celle qui favorise l’excrétion biliaire
38
chez les rats (325 ± 50) (Smith, 1973), pourtant elle n’atteint pas la limite donnée chez
l’humain (500) (Klaassen et Watkins III, 1984.) C’est pourquoi les métabolites des HA?
sont excrétés dans l’urine des rats principalement sous forme de conjugués sulfatés, tandis
que, dans la bile, ils se conjuguent avec l’acide glucuronique, le glutathion et ses dérivés
(Bevan et Sadler, 1992; Boyland et Sims, 1964; Harper, 1957). Chez l’humain, le conjugué
glucuronidé est plutôt considéré comme la forme principale excrétée dans l’urine (Elovaara
et aï., 2003; Singh et al., 1995; Stnckland et aÏ., 1996).
1.3.4. Les méthodes analytiques
Bien que les métabolites du pyrène aient été analysés par chromatographie sur couche
mince il y a une cinquantaine d’années (Harper, 1957), l’évolution des techniques
analytiques par HPLC a pris la relève et accéléré la recherche seulement pendant les deux
dernières décennies. L’avantage de la méthode HPLC par rapport aux méthodes classiques
réside dans la rapidité d’analyse, l’applicabilité pour les petits échantillons, la meilleure
résolution des analytes et dans son apport quantitatif (Merrick et Selkirk, 1986). La
méthode de Jongeneelen et al. (1987), basée sur l’hydrolyse enzymatique, l’extraction et la
concentration d’analyte (1-OH?) sur phase solide (Sep-Pak C18) et l’analyse HPLC
fluorescence est, avec certaines adaptations, la plus répandue jusqu’à maintenant. C’est
probablement dû à la simplicité des étapes et à une bonne reproductibilité de la méthode.
Cependant, d’autres méthodes plus sophistiquées ont présenté un intérêt, notamment
l’introduction de la chromatographie liquide multidimensionnelle séquencée (Boos et aï.,
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1992; Lintelmann et ctt., 1994; Simon et ctt.. 1999). L’avantage de cette dernière demeure
leur rapidité, car l’étape d’extraction n’a plus lieu et les limites de détection descendent
plus bas, jctsqu’ù un facteur de 10 par rapport à la méthode classiq lie. Une autre méthode de
chromatographie avec détection par fluorescence induite par laser est parue avantageuse
pour atteindre des limites de détection assez bases (Smith et cii., 1998). Des méthodes
permettant directement la quantification du 1-OHP conjugué avec l’acide glucuronique
(1-OHPG) et les sulfates (1-OFWSu1) ont été aussi développées, car les molécules
conjuguées ont paru de 3 à 5 fois plus fluorescentes que le 1-OHP lui-même (Kang et cii.,
1995; Singh et ctt., 1995; Strickiand et cti., 1994). Cette technique ôte l’étape préparatoire
d’hydrolyse enzymatique et peut être effectuée assez rapidement avec une seule extraction
en phase solide. La technique de GC-MS pour les métabolites des RAP monohydroxylés a
été introduite par certains chercheurs qui soutevent l’avantage d’une meilleure séparation
l’analyte de la matrice (Chuang et aï., 1999; Gmeiner et cii., 1998; Huang et ctl., 2006;
Smith et ai., 2002). Une autre méthode d’analyse du 1-OHP avec détection par
phosphorescence a été documentée (Ramasamy et aï., 1997), mais elle est assez rare et
demeure moins intéressante parmi les chercheurs.
1.4. Polymorphisme
La grande variabilité dans les nivaux des indicateurs biologiques chez les individus est
attribuée à une importante variation dans l’exposition d’un individu et aux différences dans
te métabolisme (Bowman et ctl., 1997; Costa et al., 1998). Cette partie de la variabilité
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métaboliqcte des HAP powTait être expliquée par le polymorphisme génétique qui parait
être du même ordre de grandeur que la variabilité de l’exposition externe dans une étude
chez des travailleurs de salles de cuve de l’industrie de l’électrolyse de l’aluminium
(Alexandhe et aL, 2000). La formation des métabolites électrophiles de HAP dans la phase
I dépend des isoformes du cytochrome P450 (CYP), (essentiellement du CYPIAI mais
aussi du 1A2, 1BY et 3A4), dont l’inductibilité et l’activité stéréosélective varient largement
selon l’expression du polymorphisme chez l’humain (Hanaoka et al., 2002; Pavanello et ai.,
2002; Zakrzewski, 1991). Il est connu que les isoformes du cytochrome P450, responsables
du métabolisme d’oxydation des HAP, peuvent être induits par les mélanges des RAP eux-
mêmes comme dans la fumée de tabac (Chiarolini et ctl., 1997). Par exemple, dans les
cellules bronchiques épithéliales des fumeurs, l’expression du CYPIBI est supérieure à
celle des non-fumeurs (Hanaoka et al., 2002).
Dans l’induction enzymatique de phase II au moins deux isoformes de l’UDP
glucuronosyftransférase de conjugaison (UGT) de famille 1, UGTÏA6 et UGT1A7, et de
famille 2, UGT2BI et UGT2B2, dans des microsomes hépatiques des rats ont été observés
comme catalyseurs de glucuronidation des métabolites des HAP oxydés. Le UGTIA7
montre une activité de conjugaison des phénols et diphénols (aux diglucuronides), tandis
que l’UGT1A6 est plus sélectif pour les phénols seuls (Bock et al.. 1999). Chez l’humain,
les isofoi-mes de l’UGT (1A6, 1A7, 1A9) montrent une activité envers la conjugaison du
1-OH?. Il faut noter que les isoformes UGTIA6 et UGTIA9 s’expriment dans les tissus
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hépatiques et extrahépatiques, tandis que l’UGTIA7 est ta forme extrahépatique. Parmi les
isoformes de la famille UGT2 chez l’humain, l’UGT2B7 est la forme qui conjugue tes
métabolites hydroxylés du BaP (Luukkanen et aï., 2001). Une autre induction enzymatique
en phase II a été observée dans les cellules du poumon humain pour les glutathion S
transférases (GSTs). Le gène GSTMI code pour la présence ou l’absence de l’activité
enzymatique du GSTMI, qui est impliqué dans la détoxication des RAP (Alexandne et al.,
2000). Pourtant, l’activité du GSTM1 n’est pas directement reliée au métabolisme du
l-OHP qui d’habitude est excrété comme conjugué glucuronidé. Les individus privés dci
gène GSTMI ont une probabilité plus grande de présenter une corrélation entre les niveaux
d’exposition aux RAP et les métabolites urinaires excrétés. On s’attend à ce que l’activité
de conjugaison au glutathion chez ces individus soit moindre, ce qui diminue l’élimination
de ces conjugués (Costa et aï., 1998) et augmente les mécanismes de glucuronidation et
sulfatation (Yang et aL. 1999). Dans la population coréenne, la présence du génotype
GSTT1 chez les scijets augmente le niveau du 1-OHP urinaire par rapport aux sujets qui ne
l’ont pas et cette différence devient plus forte quand les premiers ont une configuration de
GSTMI nulle (Yang et ctl., 2003). D’autre part, l’absence d’activité de ce gène
GSTM10/*0 dans les cellules blanches du sang chez les Caucasiens favorise la formation
des adduits BaP diolépoxyde (BPDE-ADN), surtout en présence des isoformes
CYPIAI(*1/*2 ou *2A/*2A), tandis qu’en présence de l’isoforme CYPIA1*1/*1, la
formation de ces adduits est moins favorisée. Chez les individus avec un génotype GSTMI
actif, les adduits BPDE-ADN sont absents (Rojas et cii., 2000). 11 a été montré qu’environ
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50 % de la population caucasienne et asiatique ne possède pas d’enzyme GSTMI
(Alexandrie et ai., 2000; Lee et ctl., 2002).
Dans l’interprétation des données sur le polymorphisme, il faut également considérer que
d’autres aspects des différences ethniques (habitudes de vie, etc.) peuvent constituer un
facteur supplémentaire de la variabilité des résultats (Ong, 1999; Rothman et ctt., 1995), car
possédant la même configuration des gènes cibles, les individus répondent différemment à
l’exposition (Hanaoka et al., 2002; Zhang et al., 2000).
1.5. Problématique du projet de recherche
1.5.1. Problématique générale
D’après des études épidémiologiques, un excès de risque du cancer de l’oesophage, du
pancréas. de la prostate, de la vessie, du poumon et de la peau se retrouve chez les
travailleurs exposés aux fortes concentrations de HAP (Armstrong et al., 2003; Elovaara et
cii.. 1995; Nadon et al., 1995; Nel et al., 2001). D’après des études toxicologiques, les
mélanges des RAP ainsi que certains homologues purs peuvent induire les tumeurs dose
dépendantes chez les animaux d’expérimentation (Saffioti et al., 1972; Schneider et al.,
2002). Pour mieux comprendre l’importance de l’exposition aux HAP. depuis une vingtaine
d’années, les chercheurs mesurent les concentrations du 1-01-IF urinaire chez l’humain.
L’citilisation de l’urine comme matrice biologique est avantagée par les grandes quantités
d’échantillons disponibles à des points multiples dans le temps et la collecte non invasive.
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Cependant, du fait de sa faible fraction excrétée, le 1-OHP n’est pas un modèle idéal pour
retracer la quantité des RAP absorbés par les individus, donc, il reste à revoir la possibilité
d’autres indicateurs biologiques, possédant des propriétés plus avantageuses. Par ailleurs,
un inconvénient potentiel des indicateurs biologiques urinaires demeure le fait qu’ils ne
reflètent souvent qu’une exposition récente (entre 24 et 72 h) (Strickland et al., 1996).
D’une part. leurs paramètres toxicocinétiques devront déterminer la stratégie de
surveillance biologique de l’exposition d’autre part, il faut tenir compte de la réponse
selon le polymorphisme génétique. Puisque l’utilisation des indicateurs biologiques en
épidémiologie devient de plus en plus populaire (Boffetta, 2000; Ferreira et cil., 1994a;
McMichael. 1994; Perera, 1996; Roggi et al., 1997), les évaluations de l’exposition aux
RAP non biaisées sont nécessaires pour augmenter la puissance des études
épidémiologiques afin de justifier l’étiologie du cancer chez l’humain.
1.5.2. Problématiques spécifiques
Les méthodes analytiques des métabolites du pyrène polyoxydé sont peu élaborées et
pauvres tant sur le plan qualitatif que quantitatif. De plus, les standards du pyrène
polyoxydé ne se trouvent pas sur le marché des produits standardisés. Le système des
quinones labiles (que constituent les RAP polyoxydés) dans des fluides biologiques et
solutions d’extraction complique aussi le processus d’identification et de quantification.
L’identification et la quantification des métabolites majeurs du pyrène polyoxydé
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présenteraient un grand intérêt pour la toxicologie du pyrène et aussi pour sa justification en
tant que composé représentatif de la famille de HAP.
Par ailleurs, une bonne documentation sur la cinétique du pyrène et son métabolite le 1-
ORP dans le modèle animal ainsi que chez l’humain ne permet pas se prononcer sur le
devenir des métabolites du pyrène polyoxydé. Pour mieux comprendre le mécanisme
d’élimination des métabolites plus hydrosolubles que le 1-OHP, l’analyse spécifique dans
un modèle animal permettrait d’obtenir l’information sur les paramètres toxicocinétiques
qui pourront être transférables chez l’homme.
Les études qui exploitent la problématique de tabagisme chez la population générale ainsi
que chez les travailleurs, exposés aux RAP, ne sont pas toujours claires et unanimes
concernant les indicateurs biologiques d’exposition aux HAP. Malgré la mise en place
d’une législation sur la fumée du tabac environnementale (FTE) à partir du 31 mai 2006
dans des lieux publics du Québec, l’étude de l’impact de cette exposition pour la santé
humaine demeure appropriée. C’est pourquoi il est important de vérifier la pertinence du 1-
OHP et d’autres métabolites du pyrène polyoxydé dans l’urine pour mieux viser un bon
indicateur de l’exposition aux HAP.
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1.6. Objectifs de recherche
1.6.1. Objectif général
L’objectif général de recherche est d’explorer l’utilité potentielle de métabolites urinaires
du pyrène plus abondants que le 1-01-W comme indicateur de l’exposition aux HAP.
1.6.2. Objectifs spécifiques
1) À l’aide d’une technique HPLC-ESI-MS/MS, identifier les métabolites polaires du
pyrène préalablement observés par Bouchard et aÏ. (1998) dans une étude de bilan
de masse (Chapitre 2).
2) Élaborer une méthode analytique de routine sur le système RPLC-fluorescence pour
le dosage des métabolites identifiés dans l’urine des rats et des humains
(Chapitre 2).
3) Étudier ces métabolites chez deux souches de rats (Sprague-Dawley et Wistar)
traités à différentes doses de pyrène par la voie IV, déterminer leurs paramètres
toxicocinétiques et les comparer avec ceux du 1-OHP (Chapitre 3).
4) Effectuer une analyse préliminaire de l’excrétion urinaire de la PI6D et PI8D chez
l’humain, sans exposition professionnelle aux RAP, et la comparer à celle du
1-OHP (Chapitre 4).
CHÂPffE ELIXfÈt1E
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Abstract
A recent in vivo mass-balance study on the disposition of 14C-labelled pyrene in rats
suggests that 1-hydroxypyrene (1-01-W) is flot the major excreted metabolite. In that report,
specific metabolites other than 1-OHP were however flot identified. The purpose of this
stctdy was to identify and quantify these unknown metabolites of pyrene in animal and
hciman urine. Using a high-performance liquid chromatography (FIPLC)-electrospray-mass
spectrometry method, it was observed that dioxygenated pyrene metabolites (mlz = 233)
were present in significant amounts in urine samples of rats treated with pyrene. An HPLC
method with fluorescence detection was then developed for the simultaneous determination
of pyrene-1,6- and 1,8-dioxygenated metabolites, i.e. the sum hydroquinone, semiquinone
and quïnone forms of these metabolites, after denvatization into 1,6-diacetoxypyrene
(P16Da) and 1,8-diacetoxypyrene (PI8Da). The mean limits of detection (± SD) were 46 ±
22 nmol Pl6Dai’L and 86 ± 32 nmol P18DaJL, as calculated from standard solution curves.
The intra-day coefficient of variation in rats was 5.5% for P16Da and 7.2% for P18Da; in
humans, it was 6.8% for P16Da and 7.4% for P1$Da (n = 36 in each case). The day-to-day
coefficient of variation in rats was 12.5% for PI6Da and 7.3% for PÏ8Da; in humans, it
was 10.1% for PI6Da and 7.2% for P18Da (n = 12 in each case). The recovery rates of
these metabolites ranged between $9 and 126 % in rats and between 100 and 121% in
hut-nans (n = 36 in each case). Interestingly, rat data showed that PI6Da molar amounts in
24-h urine samples (n = 4) exceeded those of f-OHP by 64 to 121 times and PI8Da
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amounts exceeded those of 1-01-W by 13 to 35 times. Similarly, PI6Da molar
concentrations in spot urine samples of human subjects (n = 4) exposed to pyrene exceeded
those of I-OHP by 4 to 12 times while PI8Da concentrations were 0.4 to 2 times those of
1-OHP. Pyrene-1,6- and 1,$-dioxygenated metabolites are major metabolites of pyrene and,
particularly in the case of the 1,6-isomers, potentially useful biomarkers of both
environmental and occupational exposure to pyrene.
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Introduction
Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) are a large ciass of ubiquitous contaminants
present as complex mixtures in the environment and considered as causative agents for skin
and lung cancers (1,2). In nearly ail PAH mixtures, pyrene is present in significant
proportions (1-10%) (3,4). A specific metabolite of pyrene found in urine, 1-hydroxypyrene
(1-OHP), has been suggested as a biomarker of human exposure to PARs (3). Since then, 1-
OHP has become the most extensively used bioindicator of PAH exposure.
Even tough 1-OHP appears as a good biomarker of occupational exposure to PAHs (5-7), a
number of studies have indicated that it Jacks sensitivity as an indicator of low-dose
environmental exposure (8-10). In individuals non-occupationally exposed to PARs, 1-
OHP concentrations are often below the analytic limit of detection or poorly correlate with
PAH ambient air concentrations (8-10).
Moreover, aÏthough 1-OHP appeared as a major metabolite of pyrene based on in vitro
studies with rat post-mitochondrial liver fractions or microsomes (11-13), a recent in vivo
experimentai study showed that 1-01-W is not the major metabolite of pyrene in rats
administered ‘4C-Iabelled pyrene (14). This latter mass-balance study indicated that 57.2%
of u 4C-pyrene intravenous dose was recovered in the urine as 14C-pyrene equivalents over
u 24-h collection period following injection while only 2.7% of the dose was excreted as 1-
OHP (the sum of free and glucurono- and sulfo-conjugated forms). HPLC chromatography
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of 24-h urinary extracts from exposed rats with radioactivity counting of eluant fractions
showed that only a small percentage of total radioactivity in the urinary extracts
corresponded to 1-OHP peak. The bulk of the radioactivity conesponded to more polar
metabolites. These metabolites were however flot identified specifically. Gerde et al. (15)
also showed that dominant organic-extractable metabolites in tissues and urine of dogs
instilled with 3H-labelled pyrene coeluted with pyrene-1,6- and Ï,$-dione (P16D and P1$D)
standards. The HPLC chromatographic conditions used did flot however ail ow the
separation and hence a good quantification of these metabolites.
The objective of this study was to confirm the presence of metabolites of pyrene in urine
other than 1 -OHP by a con ventional high-performance liquid chromatography-electrospray
mass spectrometry (HPLC-ESI-MS) method and develop a practical analytical HPLC





Pyrene (purity >99%) was obtained from Aldrich (Miiwaukee, WIS). I-OHP (purity >99%)
was obtained from the NCI Chemical Carcinogen Reference Standards distributed by the
Midwest Research Institute (Kansas City, MO, USA). The non-ionic surfactant Aikamuis
EL-620 (formerly emuiphor EL-620) used to solubilize pyrene in aqueous solutions was
provided by Rhone-Poulenc (S t-Hyacinthe, QC, Canada), 3-glucuronidase/arylsulfatase
(100 000 Fishman U/ml and 800 000 Roy U/ml from Helix pornatia) was purchased from
Boehringer Manheim (Lavai, QC, Canada). HPLC-grade acetonitrile was obtained from
VWR-Canlab (Mississauga, ON, Canada). Giaciai acetic acid (purity 99.9%) and
hydrochioric acid (HCI) (36.5
— 38.0%) were supplied by J.T. Baker Chem. Co.
(Phillipsburg. NJ, USA). The PI6D and P18D standards (punty >98%) were kindiy
donated by Dr. Peter P. Fu of the National Center for Toxicological Research (Jefferson,
AR. USA). Trimethylsilyl trifluoromethanesulfonate (TMSOTf) (purity 99%) and ethyl
alcohoi (purity 95%) were obtained from Sigma-Aldrich (Oakville, ON, Canada). HPLC
grade methanol was purchased from Fisher (Fair Lawn, NJ, USA) and acetic anhydride
(purity 99.7%) from Fisher (Nepean, ON, Canada). Ail buffers and HPLC mobile phases
were prepared using MiiiiQ grade water (Millipore, Mississauga, ON, Canada), and for the
evaporation of organic extracts to dryness, pure nitrogen gas was used.
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Animais
Male Sprague-Dawley rats (Charles River Canada Inc., QC, Canada) weighin between
243 and 41$ g were used. Prior to intravenous injection, fats were kept in plastic cages in
groups and following injection, animaIs were put in indvidual metabolic cages. The
principles and guidelines of the Canadian Council on Animal Care were foÏlowed.
Animal treatment and urine collection
For the determination of major mlz of pyrene metabolites by HPLC-ESI-MS analysis, 24-h
urine samples from four Llntreated rats were used as controls. These rats were then injected
intravenously with a 20% Alkamuls: 80% isotonic glucose solution and 24-h urine samples
were collected following injection, also to serve as controts. The same rats were later
injected intravenousty with 50 moI/kg of pyrene in this vehicle. Again, 24—h urine samples
were collected following treatment.
For the HPLC-ftuorescence analysis of pyrene metabolites, four rats were injected
intravenousiy with 5 .imol/kg of pyrene in a 20% Alkamuls: 80% isotonic glucose solution.
Urine was collected over 24 h. In ail cases, the injection volume was 2 mUkg.
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Urine sample preparation
Urine samples were treated according to a method previously described (14) for the
determination of the sum of free, g1ucurono and sulfo-conjugated metabolites of pyrene.
Briefly, urine samples were adjusted to pH 5 using 1 N HCI and buffered with a sodium
acetate solution (0.1 M, pH 5.0). Urine samples were then hydrolyzed ovemight at 37 oc
with f-glucuronidase/arylsulfatase. The samples were passed through a C18 Sep-Pak
cartridge (Waters, Millipore, Milford) and eluted with methanol. The solvent was
evaporated to dryness at 50 oc under a gentie nitrogen flow and residctes were redissolved
in 1 mLofmethanol.
HPLC-ESI-MS analysis
As a first step. these urinary extracts were analyzed using an HPLC-ESI-MS system for the
identification of major m/z of pyrene metabolites. This system consisted of an auto sampler
series 1100 Hewlett Packard (now Agitent, Montreal, QC, Canada). a binary pump series
1100 Hewlett Packard (Montreal, QC, Canada) and a Finnigan MAT TSQ 700 ESI-MS
apparatus (Finnigan, San Jose CA, USA) with triple quadrupole sectors. The HPLC system
was equipped with a Zorbax RX-C18 column from Hewlett Packard (15 cm x 0.21 cm, 5
11m. 80 Â) (Montreal, QC, Canada) maintained at room temperature. The HPLC mobile
phase consisted of a 88% acetonitrile and 12% ammonium acetate buffer
[(NH4)(CH3COO)7Acetic acid 2 mM, pH 51 pumped isocratically at a flow rate of 0.2
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mL/min. The ESI source vas operated with a spray voltage of 6.5 kV, 40 psi N2 sheath gas
and 2 Umin N auxiliary gas. The heated capitlary was held at a potential of 34.9 V and a
temperature of 150°C. The tube lens and octapole were each fixed at 79.2 and —3.0 V. The
lens and quadrupoles were optimized to obtain the best signal-to-noise ratio (SIN) for the
studied m/z ratios. The MS apparatus was operated in the negative-ion detection mode. A
Finnigan MAT ICIS version $ Software (San Jose, USA) was used for data acquisition. for
the identification of metabolites, spectra were acquired using a Q full scan (mlz 150-500).
The scan time was 0.5 s/scan.
Determination of optimum excitation and emission wavelengths of pyrene metaboilte
standards by HPLC-fLD-DAD
Early resuits obtained by HPLC-ESI-MS analysis suggested that dioxygenated metabolites
of pyrene compatible with known PI6D and Pl$D metabolites were present in significant
amoctnts. Henceforth, an HPLC-flciorescence method was developed for the specific
identification and quantification of these metabolites, for which standards were synthesized
at the National Center for Toxicological Research, in Arizona. Optimum excitation and
emission wavelengths of standards were determined with a Hewlett Packard HPLC system
(Montreal, QC, Canada) consisting of an automatic injector series 1100, a degasifier series
1050, quatemary pump series 1050, a fluorescence detector and a diode array detector
(FLD-DAD) combination series 1050, an acquisition system series 4 (5/150) and
acquisition software HP ChemStation. This system was equipped with a Supelcosil LC-18
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colcimn. (25 cm x 0.46 cm, 5im) (Supelco, Oakville, ON, Canada). Analysis was
performed in 15 min u.sing a 70% methanol and 30% water mobile phase and a flow rate of
0.8 mUmin. Injection volume was 20 fiL.
HPLC-lluorescence analysis
Urine samples were treated as described above and analyzed with an HPLC-ftuorescence
system consisting of a model AS-100 HPLC automatic sampling system (Bio-Rad,
Richmond. Canada), a quatemary pump series 1100 from Hewlett Packard (Kirkland,
Canada), a fluorimeter LS-240 Perkin-Elmer (Buckïngham, UK). The detector signal was
recorded and treated with a Perkin-Elmer Nelson Turbochrom 4 Software. The injection
volume was 20 L throughout. for the separation of PI6D and Pi 8D, a Zorbax Eclipse
XDB-C8 (25 cm x 0.46 cm, 5 m) reversed-phase column (Agilent Technologies,
Mississauga, ON. Canada) was used. Gradient HPLC runs were performed by using
methanol: water as follows: O to 5 mm, 45:55; 5 to 22 mm, ramp to 55:45 and 22 to 35 mm,
ramp to 94:6; 35 to 40 mm, isocratic at 94:6; 40 to 45 min. ramp to 45:55; 45 to 55 min.
isocratic at 45:55. The flow rate was 0.8 mUmin throughout.
Due to an observed tautomehc resonance of dione metabolites (Figure 1), a o-acetylation
derivatization step was added prior to HPLC analysis. The dione metabolites were
converted into 1,6- and 1,8-diacetoxypyrene (PI6Da and P18Da, respectively) with acetic
anhydride at 37°C in the presence of TMSOTf (16). After 2 h, the reaction was stopped
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\vlth an excess of ethyl alcohol and left 2 h for equilibrium to be reached. For the HPLC
analyses of PI6Da and P18Da. a Chrompack (15 cm x 0.46 cm, 5 tm) ChromSpher PAH
phase column (Varian, Mississauga, ON, Canada) was used. The gradient used consisted of
methanol: water as follows: O to 5 mm, 55:45; 5 to 22 min. ramp to 68:32 and 22 to 40 mm,
ramp to 100:0; 40 to 43 mm, ramp to 55:45; 43 to 48 mm, isocratic at 55:45. The flow rate
was 0.8 mL/rnin throughout.
Working standard solutions
P16D and PI8D standard stock solutions were prepared in methanol. P16Da and P18Da
were synthesized by o-acetylation of PI6D and PI8D, as described above for urine
samples. Calibration curves were established with four concentrations of P16Da (200, 400,
600 and 800 nmol/L) and P18Da (125, 250, 500 and 750 nmol/L).
Recovery and precision of the HPLC-fluorescence method
In order to determine the recovery as well as the intra- and between-day precision of PI6Da
and PI8Da analyses, blank urine samples were spiked with varying concentrations of Pi 6D
(200
— 800 nmol/L) and P18D (125 — 750 nmol/L). They were treated in the same way as
normal urine samples. Recoveries were calculated by dividing the actual concentrations
(nmol/L) by the theoretical concentrations (nmol/L) and by converting to percentage.
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Resuits
Confirmation of the presence of pyrene metabolites other than 1-OHP by
HPLC-ESI-MS
The presence of pyrene metabolites other than 1-OHP in rat urine was confirmed by HPLC
ESI-MS. The EST mass spectra of pyrene metabolites were obtained in negative ionization
mode. The observed major deprotonated molecules in uhnary extracts of exposed rats were
in descending order of magnitude: mlz 312 > 195 > 276 > 365. In the udnary extracts of
untreated rats or rats injected with the vehicle only, these precursor peaks were not present.
Negative ion precursors with mlz 195, 276, 312, and 365 were selected to pass through the
first quadrcipole. In the second quadrupole, collision induced dissociation (CID) was
achieved using argon as the collision gas (—1 mlorr) and fragmentation energies of 5. 5, 20
and 15 eV, respectively. Product ions monitored in the third quadrupote were at m/z
119/59, 217, 233 and 201, respectively, for the precursors with m/z 195, 276, 312 and 365.
These product ions ([M-H]) correspond to molecules of an unidentified metabolite (m/z
119 and 59), 1-OHP (mlz 217). dioxygenated pyrene (m/z 233) and pyrene (m/z 201).
Figure 2 shows an HPLC-ESI-MS spectra of pyrene metabolites from a urinary extract of a
rat exposed to pyrene (A) together with the corresponding spectra of the major mlz 312 ion
after collision induced dissociation (B).
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Developrnent of an HPLC-fluorescence method for the quantification of
P16D and P18D
An HPLC-fluorescence method was developed for the specific quantification of the
dioxygenated P16D and P1$D metabolites of pyrene. Despite a good separation of pyrene
dione isomers (mean retention tïme ratio of P1$D/P16D = 1.05), quantification of these
metabolites was difficuit due to an apparent tautomeric instability with HPLC elution
conditions used. Recovery and reproducibility problems were overcome by derivatizing
PI6D and P1$D standards to P16Da and P1$Da. Optimum excitation and emission
waveÏengths for the analysis of these diacetoxypyrene derivatives, as determined by HPLC
FLD, were 345 nm and 400 nm, respectively. After optimizing HPLC conditions for the
separation of these derivatives, mean retention time (± SD) of P16Da was 27.3 ± 0.5 min
and that of P1$Da was 26.6 ± 0.8 min (n 39), with P16Da and P18Da peaks resolution
1.0$ (see Figure 3).
Regression analysis was performed between standard concentrations and signal intensity
valcies. As shown in Table I, a good effective linearity was obtained for the PÏ6Da and
PI8Da calibration unes in the O
— $00 nmol/L and O — 750 nmol/L range, respectively.
They were constrcicted for each derivatization series in triplicate. External standards were
injected in order of decreasing concentration at regular intervals of the run sequence to
verify uniform detector response. Urinary P16Da and P1$Da concentrations were then
calculated by substituting sample signal intensity values into their regression equations.
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The limits of cletection (LCD ± SD) of PI6Da and PI8Da were 46 ± 22 nmolfL and $6 ± 32
nmol/L. respectively, as calculated from standard solution curves and defined as the blank
signal plus three times the standard deviation of the blank. The LOD of PI8Da was about
1.9 times higher than that of PI6Da. On the other hand, the LCD of PI6Da and P1$Da was
1$ and 34 tirnes greater than that of 1-OHP, respectively (Table 1). Nonetheless, with this
method, an excellent overali recovery of PI6Da and PI8Da from spiked urine samples was
obtained (Table II). The intra-day coefficient of variation (CV) (repeatability) and day-to
day CV (reprodcicibility) over a period of three days did flot exceed 18 ¾ (Table fi). The
PI6Da and P1$Da in urine samples were also found to be stable when kept at —20 oc over
6 months.
Interestingly, although the analytical LCD of PI6Da and P18Da was higher than that of
1-OHP, it was observed that PI6Da molar amounts in 24-h urine samples of rats treated
with pyrene exceeded that of 1-OHP by 64 to 121 times and PI8Da amounts exceeded that
of 1-CHP by 13 to 35 times (Table ifi). Similarly, P16Da molar concentrations in spot
urine samples of human subjects exposed to pyrene exceeded that of 1-OHP by 4 to 12
times while PISDa concentrations were 0.4 to 2 times that of 1-OHP (Table 1V). In both
rats and hctmans, PI6Da appeared as a more abundant metabolite than PI8Da.
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Discussion
This stiidy presents a nove! method for the specific quantification of pyrene-1.6- and
1,8-derivatives by HPLC-fluorescence. The analysis of P16D and P18D by HPLC-UV was
attempted in the past by one research group (15,18) but a proper separation of these
metabolites was flot achieved and thus accurate quantification was unsuccessful. The
method presented in this report a!!owed a good separation of pyrene 1,6- and
1.8-derivatives. It vas also observed that pyrene diones were unstable (Iack of repeatabi!ity
and reproducibi!ity) with the HPLC gradient conditions used. This was attributed to a
tautomeic resonance of these metabolites between quinone, semiquinone and
hydroquinone forms (Figure 1), as was reported for other quinone molecules (19). Some
authors doccimented that the structural dynamics of quinones is strongly dependent on the
media (so!vent, pH) (20). We control!ed this instability of the dione molecules by
transfomiing them to acetoxy derivatives (21,22). Since the pyrene acetoxy derivatives
tPI6Da and P1$Da) are less polar than pyrene diones (P16D and P18D), HPLC analysis
conditions, i.e. wave!engths, HPLC column and elution gradient, had to be modified for
optimum detection and separation. Also, in order to maintain a good yield of analytes,
externa! standards and urinary extracts were not purified after the derivatization step. As a
consequence, large more polar peaks appear in front of PI6Da and PI8Da standards (Figure
3), which are synthesis impurities; the fact that they are invisible on UV-254 nm
slrnu!taneous chromatograms (flot shown) suggests they are trace impurities that should flot
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pose quantitative analysis problems. This method showed a good within-day and between
day precision and gave an excellent extraction ratio from urinary matrices.
The developed analytical method allowed to accurately identify these urinary pyrene-1,6-
and 1.8-derivatives as major metabolites of pyrene in rats and humans. In particular,
pyrene-1,6-derivative was shown to be more abundant than 1-OHP in rat and human urine.
Gerde et al. (15) also reported that, in dogs, pyrene dione levels (the sum of P16D and
PI8D) wei-e 10-fold those of I-OHP in tissues and at least 3-fold those in urine. For some
other chemical compounds, minor metabolites appear to be subject to greater biological
variability than major metabolites. partly as a resuit of genetic polymorphism (23). Given
that 1-OHP metabolism, and hence its excretion, is influenced by P450 and GSTMI
polymorphism (24-25) and that 1-OHP is largely metabolized to pyrene-1,6- and
1,8-derivatives, ci priori, this raises questions conceming the biological variability of
1-OHP and thus its capacity to determine with precision the intemal exposure to pyrene.
Pyrene-1,6- and 1,8-derivatives being more abundant than 1-01-W. provided they are less
influenced by genetic polymorphism, could be better indicators of exposure to pyrene.
However, the sensitivity of the analytical method for PI6Da and P1$Da was lower than that
of 1-OHP under the derivatization conditions used. Future researches are therefore needed
to evaluate the sensitivity of the method for PI6Da and PI8Da to measure low-dose
environmental exposure to pyrene. The detailed excretion kinetics of these pyrene-1.6- and
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1,8-derivatives together with theit biotogical variability as compared to that of 1-OHP
should also be established.
In conclusion, this report presents an HPLC-fluorescence method that allows a precise
ciuantificanon of pyrene-l,6- and 1,8-derivatives in biological samples, a good recovery
from urine, and identified these metabolites of pyrene as potentially useful biomarkers of
environmental and occupational exposure to PAHs.
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Table II. Recovery of P16Da and P18Da From Spïked Urine Samptes and Precision of
the HPLC-fluorescence Method
Recovery Intraday CV Day-to-day CV*
Spiked
concentration (n = 9 per spiked (n = 9 per spiked (n = 3 per spiked
(nmolJL) concentration) concentration) concentration)
Rat Human Rat Human Rat Human
PI6Da 200 103 112 10.7 10.2 11.5 12.4
400 101 105 3.4 8.6 11.9 13.0
600 89 105 5.1 4.1 15.4 6.3
800 91 100 2.8 4.5 11.2 8.7
Mean for ail 96 105 5.5 6.8 12.5 10.1
concentrations
P18Da 125 126 116 18.3 11.8 3.5 7.8
250 115 121 3.7 6.1 1.8 4.5
500 107 103 2.6 8.0 10.2 5.5
750 100 100 4.3 3.7 13.8 11.1
Mean for ail 112 110 7.2 7.4 7.3 7.2
concentrations
*CV = coefficient of variation
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Table III. Percent of Dose Recovered in Urine as 1-OHP P16Da, and P18Da Over
24 h Fo]towing an Intravenous Injection of 5 moUkg Pyrene in Rats
% of dose
Animal 1-OHP P16Da PI8Da
Rat a 0.45 28.8 6.0
Rat b 0.27 32.7 9.4
Ratc 0.30 25.1 5.2
Ratd 0.18 15.6 4.2
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Table IV. Concentrations of 1-OHP, P16Da, and P1SDa in Spot Urine Samples of
Individuals Exposed to Pyrene
Concentrations (nmoIfL)
Subject 1-OHP P16Da P1$Da
WorkerA* 320 1189 123
WorkerB* 1075 13119 1877
VolunteerC** 15 61 10
Volunteer D* 45 400 60
*Creosote workers
* * Vol unteers exposed to pyrene
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Captions to figures
Figure 1. Tautomeric forms of the pyrene-1,6- and 1,8-dioxygenated metabolites, i.e.
hydroquinone, semiquinone and quinone under different pH and polarity media.
Figctre 2. (A) HPLC-ESI-MS spectra of pyrene metabotites at 2.34 min from the urinary
extract of u rat exposed to pyrene, and (B) HPLC-MS-MS spectra of the major m/z 312 ion
after collision induced dissociation (20 eV) producing a fragment at mlz 233.
Figure 3. HPLC-fluorescence chromatograms of (A) P16Da and P1$Da analytical
standards, (B) derivatized urinary extracts from a creosote worker and (C) derivatized
urinary extracts from u volunteer exposed to pyrene.
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Abstract
The urinary excretion time courses of pyrene-1,6-dione (PI6D), pyrene-1,8-dione (P18D)
and 1-hydroxypyrene (1-OHP) wete compared in Sprague-Dawley and Wistar rats. Groups
of 5 male rats, of about 200 g of body weight, were injected intravenously with 0.05, 0.5, 5
and 50 tlmol pyrene kg’ of body weight. Urine was collected at 2, 4, 6, 8, 10, 12, 18, 24,
30, 42 and 48 h postdosing. Pyrene metabolites were measured by HPLC/fluorescence after
enzymatic hydrolysis of the glucurono- and sulfo-conjugates, extraction on Sep-Pak C18
cartndges and. for the analysis of dione metabolites, derivatization to stable
diacetoxypyrene molecules. Over the 4$-h sampling period, on average 17.4 to 25.6% of
the injected pyrene tvas excreted overail as PI6D, 6.4 to 8.8% as P1$D and 0.6 to 0.8% as
1-OHP in the urine of Sprague-Datvley rats. By comparison, on average 10.3 to 14.7% of
the iv pyrene dose was recovered as PI6D, 4.8 to 6.4% as PI8D and 0.3 to 0.4% as 1-OHP
in the urine of Wistar rats. In both strains of rats, there was no clear effect of the dose on
the 0-4$ h cumulative urinary excretion of PI8D and 1-01-W over the entire dose range
while the percentage of dose recovered overail as PI6D in urine at the highcst dose (50
imol kg’) was statistically lower than at the other doses. The 0-48 h cumulative percentage
of pyrene dose excreted as metabobtes in the urine of Sprague-Dawley rats was also
significantly higher than in Wistar rats (P<0.01) exposed under identical conditions. As for
the uhnary excretion-time courses of the different metabolites, for a given dose and strain
of rats. excretion curves of PI6D, P1$D and 1-OHP generally evolved in parallel. There
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was also no clear effect of the dose on the excretion rate, thus haif-life, of prene
metabolites, except for PI6D in Sprague-Dawley rats at the highest dose where elimination
tended to be stower compared with the other doses (P<0.01). The average first order
elirnination haif-life of PI6D, PI8D and 1-OHP was 4.0, 5.7 and 4.1 h, respectively. in
Sprague-Dawley rats and 5.1, 6.1 and 5.1 h, respectively, in Wistar rats (ail doses combined
but exciuding the highest dose for PI6D). This study showed the relative importance of
metabolic pathways leading to diones compared to 1-OHP. These dioxygenated metabolites
appear to be interesting biomarkers of pyrene exposure at environmentaily and
occupationalÏy relevant doses. Their adequacy as biomarkers of human exposure has yet to
be contirmed.
Kevworcts: Pyrene- 1 ,6-dione, pyrene- 1 .8-dione, I -hydroxypyrene, urinary excretion time
courses, p01 ycyc tic aromatic hydrocarbons, pyrene.
‘Conespondance: Claude Viau, D.Sc., Département de santé environnementale et santé au
travail, Université de Montréal, C.P. 6128, Succursale Centre-ville, Montréal, Québec,
Canada, H3C 317. Fax: (514) 343-2200.
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Introduction
Some 30 to 50 years ago, 1-hydroxypyrene (1-OHP) was identified as a major hydroxylated
metabolite of pyrene (Boyland and Sims 1964, Jacob et ctl. 1982, Keiming et al. 1983). In
1987. Jongeneeten et ctl. (1987) proposed 1-014F in urine as a bioindicator of the overail
exposure to polycyclic aromatic hydrocarbons (PAH). Ibis was based mainly on
observations that pyrene and total PAH airborne concentrations were well correlated and
that there was a linear relationship between pyrene dose and 1-OHP urinary excretion
(Tolos et al. 1990, Zhao et ctl. 1990).
In most PAH mixtures, pyrene is found in important proportions (1—10%) (Buchet et ctt.
1992, Roussel et ctl. 1992, Petry et al. 1994) but l-OHP makes up only for a small
percentage of the appliedladministered pyrene dose in rat urine (0.01—2.7% depending on
the route of exposure) (Jacob et al. 1989, Bouchard and Viau 199$, Elovaara et aÏ. 2003)
and in human urine (0.15—4.5% after dermal application, ingestion or inhalation) (Kang et
al. 1995, Viau et al. 1995). For this reason, several stctdies have indicated that 1-OHP in
urine lacks sensitivity as an indicator of low-dose environmental exposure (Jacob et ai.
1989. Hansen et aÏ. 1995, Chénier and Viau 1997, Hara et aÏ. 1997).
A few years ago, in a mass balance study, Bouchard et ai. (1998a) indicated that 24-h
urinary extracts from rats dosed with 14C-pyrene contained only a small proportion of
1-OHP and that the bulk of the radioactivity con-esponded to more polar metabolites. These
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metabolites were however flot identïfied specifically. Gerde et al. (1998) also showed that
dominant organic-extractable metabolites in tissues and urine of dogs instilled with
3H-pyrene coeluted with pyrene-I,6- and 1,8-dione (P16D and PI8D) standards. The latter
metabolites were however flot well separated and uhnary time course data were flot
gathered. Recently, a good high-performance liquid chromatography (HPLC) separation
and quantification of these two diones was achieved (Ruzgyte et al. 2005), which now
allows to assess their usefulness as bioindicators of exposure to pyrene.
In this context. the objective of the present study was to compare the urinary excretion time
cocirses of PI6D, PI8D and 1-OHP following intravenous injection of pyrene at four dose




Pyrene tpurity >99%) was purchased from Aldrich (Milwaukee. WIS). Ï-01-IF (purity
>99%) was obtained from the NCI Chemical Carcinogen Reference Standards distributed
by the Midwest Research Institute (Kansas City, MO). The PI6D and PI8D standards
(purity >98%) were kindly donated by Dr. Peter P. Fu of the National Cerner for
Toxicological Research (Jefferson, AR). The non-ionic surfactant Aikamuis EL-620
(formerly emuiphor EL-620) used to solubilize pyrene in aqueous solutions was donated by
Rhone-Pouienc (St-Hyacinthe, QC, Canada). f3-Gl ucuronidase/aryi scilfatase (100 000
Fishman U m1’ and $00 000 Roy U mL1 from Helïx pomcttia) was purchased from
Boehringer Manheim (Lavai, QC, Canada). Trimethyisilyi trifluoromethanesuifonate
(TMSOTf) (purity 99%) and ethyl alcohol (purity 95%) were obtained from Sigma-Aldrich
(Oakville, ON, Canada). Acetic anhydride (purity 99.7%) was purchased from Fisher
(Nepean, ON, Canada). HPLC-grade methanoi was purchased from Fisher (Fair Lawn, NJ)
and Triton X-100 was received from BDH Inc (ON, Canada). Ah buffers and HPLC mobile
phases were prepared using MiiliQ grade water (Mihlipore, Mississauga. ON, Canada).
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Animais
Male Spragcie-Dawley and Wistar rats (Charles River Canada Inc., QC, Canada) of 195 to
225 g of body weight were used. Prior to intravenous injection, rats were kept in plastic
cages in groups of two and following injection animais were put in individual metabohc
cages. The principles and guidelines of the Canadian Council on Animal Care were
fol I owed.
Animal treatment
four groups of five Sprague-Dawley and Wistar rats were administered intravenously with
0.05, 0.5, 5 or 50 tlmol kg1 of pyrene. Pyrene was dissolved in a 20% emulphor 80%
isotonic glucose solution. The highest dose was the same as that used in an earlier work
(Bouchard et ctl. 1998a); the 0.05 imol kg’ dose was chosen to verify the analytical limits.
One mil liliter of solution was injected per kg of body weight (bw).
During the 6-h period preceding injection up to 12-h post-dosing, rats were provided with
water containing D-glucose (40 g L1) and saccharin (1.5 g Lj, which induces a polydipsic
behavior and hence an aqueous diuresis allowing for frequent (2-h) urine collections
(Chouinard and Viau 1992, Bouchard and Viau 1996). Over that penod of time. food was




Control ui-me samples were collected during the 4-h penod preceding injection. Over the
48-h pebod foilowing injection, ail urine voided was coliected at frequent intervals (t = 2.
4, 6, 8, 10, 12, 18, 24, 30, 42 and 48 h) to establish the detaiied urinary excretion time
profites of PI6D, P18D and 1-OHP, as it was previousiy determïned for 1-OHP (Bouchard
et ctl. 1998b). To ensure complete collection of urine, the cage bottoms were bnsed with
about 5 mL of distilied water at the end of each sampling interval and this fraction was
added to the original urine. Urine sampies were collected in 120 mL polyethylene botties
over thymol and frozen at —20 oc until analysis.
Urine analysis
For the analysis of 1-OHP, samples were treated using a method adapted from Jongeneeien
et ctl. (1987) and Bouchard et al. (1994), and for the analysis of P16D and P18D
metabolites, the method deveioped by Ruzgyte et al. (2005) was used.
Briefly. urine sampies were treated with f3-glucuronidase/arylsuifatase, extracted on
Sep-Pak C18 coiumns and, for the analysis of PI6D and P18D, a derivatization step, with
acetic anhydride in the presence of TMSOTf, was added to convert the dione metabolites to
stable diacetoxypyrene moiecules. Urine sample extracts were then anaiyzed using a
HPLClftuorescence system composed of an automatic injector AS-100 (Bio-Rad.
Richmond, Canada), a quaternary pump seiies 1100 from Hewlett Packard (Kirkiand,
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Canada) and a LS-240 Perkin-Elmer fluorimeter (Buckingham, UK). The detector signal
tvas recorded and treated with a Perkïn-Elmer Nelson Turbochrom 4 Software. For the
analysis of PI6D and P1$D, a Chrompack (15 cm x 0.46 cm, 5 tlm) ChromSpher
PAR-phase column (Varian, Mississauga, ON, Canada) was ctsed and the injection volume
was 20 fiL. For the analysis of 1-OHP, a CSC-S (15 cm x 0.46 cm, 5 im) 0D52-phase
column (CSC Inc., Canada) was used and the injection volume was 40 LL. For the
qciantification of PI6D and PI8D, fluorescence excitation and emission wavelengths were
set at 345 and 400 nm, respectivety, and for the quantification of 1-OHP, they were set at
242 and 388 nm, respectively. For PÏ6D and PI8D analysis, in order to avoid build up of
urinary matrix impurities on the HPLC column, Triton X-100 (0.3 mL L’) was added to the
methanol mobile phase. Figure 1 depicts representative chromatograms of a urine sample
extract from a treated rat showïng PI6D, PI8D and 1-OHP peaks.
The mean analytical limits of detection (LOD) for P16D, PI8D and 1-OHP were
46 nmol L’ (SD=22, n=9), 86 nmol L’ (SD=32, n=9) and 2.5 nmol L’ (SD=1.2, n=9),
respectively. Mean recoveries of PI6D, PI8D and 1-01-W from spiked urine samptes of
Sprague-Dawley rats were 72% (SD=16, n=10), 79% (SD=13, n=8), and 80% (SD=18,
,,=13). for Wistar rat samples, corresponding values were 90% (SD32. n6), 92%
(SD=30, ,z=5), and 90% (SD=23, n=10), respectively. Results presented in this article were
adjusted for recovery. The day-to-day coefficient of variation (reproducibility) over a
pebod of three days was on average 13% for P16D, 7.3% for P18D and 12% for 1-OHP.
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Toxicokinetic calculations
The excretion rates of PÏ6D, P1$D and 1-OHP were calculated by least square fits of the
following equation to the cumulative urinary excretion time course data for each rat:
% of dose excreted as metabolites (PI6D, PI8D, 1-OHP)=K(1-e’’) (1)
where K is the asymptotic value and keiim(h1) is the elimination rate constant.
Haif-lives (t,) were then calculated using: (2).
kiim
Statistical analysis
Values are reported as mean (SD). A Barttett test was used to test the homogeneity of
variances in cumulative urinary excretion values and elimination half-lives of each pyrene
metabolite between the different dose groups. One-way analysis of variance (ANOVA) was
then performed to test the effect of the dose level on the mean fraction of the dose
recovered as PI6D, PI8D or I-OHP in the urine of Sprague-Dawley or Wistar rats over the
O-48 h collection period. ANOVA was also performed to test the effect of the dose on the
mean urinary excretion rate, hence elimination half-life, of pyrene metabolites. In the case
of a difference among the group means, the Tukey post-test was conducted to determine if
pairs of mean values were significantly different from each other. Furthermore, an unpaired
Student t-test was conducted to test the difference in both the mean O-48 h cumulative
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excretlon values (percentage) and the elimination haif-lives of pyrene metabolites between
Sprague-Dawley and Wistar rats. The level of signifïcance was set at P=O.05.
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Resuits
Figure 2 depicts the urinary excretion fate time courses of PI6D. PI8D and 1-OHP
following an intravenous (iv) injection of pyrene in Sprague-Dawley and Wistar rats
(values below the limit of detection were flot represented on the graphs). PI6D and PI8D
were detectable over the entire collection period (i.e., up to 48-h post-dosing) except at the
lowest 0.05 tmol kg’ dose, where excretion values were close to the limit of detection after
24 h. In the case of 1-01-1F, excretion values approached the limit of detection between 24-
and 48-h post-dosing depending on the dose. Table I also shows the elimination half-lives
of pyrene metabolites in both Sprague-Dawley and Wistar rats at the four injected pyrene
doses. For a given dose and strain of rats, excretion curves of PI6D, P18D and 1-01-W
essentially evolved in parallel; no statistically significant difference in the elimination half
lives was generally observed between the different pyrene metabolites (P>0.05).
Furthermore, for a given strain of rats, there was also no clear effect of the increase in the
dose on the excretion rate, thus haif-life, of the pyrene metabolites except for PI6D in
Sprague-Dawley rats (see Table I). In this latter case, the mean elimination haif-life of
PI6D in Sprague-Dawley rats dosed with 50 tmol kg1 of pyrene was significantly higher
than in rats injected with 0.05, 0.5, and 5 imol kg’ of pyrene (P<0.01). The mean
elimination half-life of PI6D at the 50 imol kg’ dose was however flot significantly
different from that of Pl$D and 1-OHP (P>0.05).
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Table II describes the cumulative percentage of the pyrene dose excreted as PI6D, PI8D
and 1-0E-W in urine fottowing intravenous injection of pyrene, at four different doses, in
Sprague-Dawley and Wistar rats. In both strains, the PY6D and P1$D metabolites were
excreted in urine in significantly higher percentage than 1-OHP, whatever the dose.
Excretion values of P16D and P18D were on average 23 to 46 and 10 to 17 times higher,
respectively, than those of 1-OHP. 1-OHP was also subject to more inter-individual
variations than PI6D and PI8D; from Table II, the coefficient of variation (CV) was
calculated to be 28% on average for 1-OHP as compared to 8.5% for PI6D and 16% for
PI8D. Table II also shows that for 1-OHP, there was no significant effect of the dose on the
O-48h cumulative excretion of 1-OHP (P>0.05) in Spragcie-Dawley and Wistar rats.
However, a statistically significant difference in the O-48 h cumulative percentage of dose
excreted as PI6D according to the dose was observed in both strains of rats (P<0.0I). More
specifically, in Sprague-DawÏey rats, total urinary excretion of PI6D was significantly
lower at the 50 imol kg’ dose than at the 0.05, 0.5 and 5 imol kg1 doses; in Wistar rats, a
significant difference in total P16D excretion at the 50 .mol kg1 dose as compared to the
0.05 and 5 mol kg’ doses was noted. For P18D, there was no clear effect of the increase
in pyrene dose on its overail excretion in urine dcinng the 48-h penod post-treatment.
Inter-strain comparison of the cumulative percentage of the pyrene dose excreted as pyrene
metabolites in urine showed that Sprague-Dawley rats excreted more PI6D. P18D and
1-OHP in urine than Wistar rats (P<0.O1) (Table II). Table f also shows that PI6D
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exhibited a significantly siower elimination in Wistar rats than in Sprague-Dawley rats
(P<O.O1). The uinary excretion rate of 1-OHP and PI8D also tended to be lower in Wistar
rats although the difference was flot significant.
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Discussion
This swdy vas designed to document the urinary excretion time courses of the
dioxygenated pyrene metabolites in companson with that of 1-OHP following different
exposure doses in two strains of rats. h was intended to assess the potential usefulness of
these metabolites as bioindicators of exposure to pyrene. Sprague-Dawley and Wistar rat
strains were used since they are the most empoyed in PAH metabolism research, but they
had flot yet been compared in the same study. The iv administration route was chosen as a
reference route to avoid bïoavailability, absorption rate or first pass effects on the kinetics.
In general. it was observed that the urinary excretion time course of the dioxygenated
pyrene metabolites was similar to that of 1-OHP but pyrene diones were much more
abundant metabolites in urine than I-OHP over the dose range tested (23-46 times for PI6D
and 10 to 17 times for 18D). P16D and P1$D excretion was also subject to Jess inter
individual variations than 1-OHP excretion. However, the analytical limits of detection for
PI6D and PI8D were respectively 34 and 18 times less than that of 1-OI-fP under the
derivatization conditions used (Ruzgyte et ciL 2005). In a previous study in rats injected
intravenously with ‘4C-labelled pyrene, it was also shown that 1-01-W was flot the major
pyrene metabolites found in urine but that the urinary excretion time course of ‘4C-pyrene
equivalents, hence total pyrene metabolites, followed that of 1-OHP (Bouchard et ut.
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1998a). In this latter study, metabolites other than 1-OHP were however flot identified
specifically.
In the current study, a strong tinear dose-excretion relationship was also observed for
I-OHP and PI8D over the 0.05 to 50 imol kg1 dose range. This ïs in accordance with
previous findings showing that the cumulative amounts of 1-OHP excreted in urine were
proportional to the dose in rats intravenously injected with 0.5 to 50 imol kg’ of pyrene
(Bouchard and Viau 1996). As for PI6D excretion, it was linear over the 0.05 to
5 tmol kg’ dose range, hence over two orders of magnitude, but at the highest
50 iniol kg’ dose, the percentage of the pyrene dose excreted overall as PI6D was
statistically lower than at the other doses. More experimental work is however needed to
verify the possible non-linear trend at high doses (>5 tmol kg1). Withey et cii. (1991)
repotied that the intravenous injection of 2, 4, 6, 9 and 15 mg of ‘1C-pyrene (kg (bw)Y’ (10,
20, 30. 44.5 and 74 iimol kg1) produced a constant mean cumulative percentage of total
‘4C-pyrene equivalents recovered in Wistar rat urine at different time points (0.5, 1. 2, 4
and 6 days). These acithors however also established the blood concentration-time course of
‘1C-equivalents and pyrene in that study. A two-compartment model with first order
elimination was fitted to the latter data; the initial elimination phase represented the
combined distribution of pyrene to storage tissues and elimination of pyrene from blood
and tissues in equilibrium with blood through biotransformation while the terminal phase
represented elimination of pyrene from storage tissues. Although the terminal elimination
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phase was parallel across dose, the elimination rate of the initial phase tended to be siower
at the two highest doses suggesting a saturable biological process at these doses, plausibly a
saturation of the metabolism of pyrene.
It shouid however be stressed that the highest dose used in the cuiTent study (50 imoJ kg1)
corresponds to a human equivalent dose (HED) of about three orders of magnitude higher
than the expected daiÏy dose of a heavily exposed worker. Indeed, if one considers the new
defacilt procedcire used by the US. EPA to derive a HED from animal data, the
50 mol kg’ dose administered in rats corresponds to a HED of about 12 jimol kg1 or
2.3 mg kg’ (U.S. EPA, 2000). By comparison, the daily pyrene exposure dose of a worker
exposed at airborne PAH levels corresponding to the threshold limit value (TLV) of 200 ,ttg
m3 for coal tar pitch volatiles is expected to be around 3 pg kg’ or 14 nmol kg1,
consideing that pyrene represents approximately 10% of PAH mixtures (200 ,cig m3 x
10 m3 day1 ÷70 kg) x 10% 3 tg kg1 or 14 nmol kg’).
In the present study, inter-strain differences in the kinetics of pyrene metabolites were also
observed. The mean cumulative urinary excretion of the sum of PI6D, PI8D and 1-OHP
amounted to approximately 27-34% of the pyrene dose for Sprague-Dawley rats and
16-21% for Wistar rats over the 4$-h collection penod (Table II). The ratio between
Sprague-Dawley and Wistar rats is in agreement with previous findings showing that on
average 57% of an intravenous ‘4C-pyrene dose of 50 imol kg1 was recovered as total
‘4C-pyrene equivalents in the urine of Sprague-Dawley rats during the 24-h period post
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dosing (Bouchard et ut. 1998a) as compared to on average 29-40%, depending on the dose,
in Wistar rats treated with 10 to 74 imo1 kg’ of pyrene (Withey et al. 1991). During that
pedod of time, on average 25% of the intravenous pyrene dose was recovered in the GI
tract and feces of the Sprague-Dawley rats while to 32-49% was excreted in feces of Wistar
rats. These results suggest that the inter-strain variations could be explained by a lower
biliary excretion in Sprague-Dawley rats than in Wistar rats or by differences in the
enterohepatic recycling but this remains to be elucidated (Withey et al. 1991, Bouchard et
al. 199$a). Sprague-Dawley rats may also have a higher capacity for oxidative metabolism
of pyrene compared to Wistar rats.
With regard to the urinary excretion rate of the major pyrene metabolite, PI6D, it was
slightly faster in Sprague-Dawley rats than in Wistar rats (Table I). PI8D and 1-OHP also
tended to be excreted more rapidly in Sprague-Dawley rats but the difference was not
statistically significant. In previous studies, the elimination time course of pyrene in blood
was assessed in Sprague-Dawley (Bouchard et ctt. 1998a) and Wistar rats (Withey et al.
1991) by fitting to a two-compartment model with first order elimination. The elimination
rate of pyrene from blood was 0.012 min1 in both Sprague-Dawley and Wistar rats
admïnistered similar doses (50 imo1 kg1 and 44.5 imol kg1, respectively). This suggests
that pyrene is eliminated through biotransformation at a similar rate in both strains of rats at
this dose. In a previous stctdy in Sprague-Dawley rats, it has moreover been shown that,
compared to renal clearance of the metabolites, biotransformation of pyrene is very rapid
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and is flot a rate-limiting factor in the urinary excretion rate of 1-OHP (Bouchard and Viau
1996). This has beefl evidenced by the similar urinary excretion courses of 1-01-P
following iv injection of either pyrene or the metabolite itself. The observed inter-strain
differences in the urinary excretion rate of the major pyrene metabolite could therefore
more plausibly stem from variations in the elimination rate of the metabolite itself, such as
differences in the enterohepatic tecycliflg (Bouchard et al. 1998a, Viau et al. 1999).
This swdy suggests that pyrene diones could be good biomarkers of exposure to pyrene in
complement tvith 1-OHP. Biomonitonng studies in human populations exposed to PAHs
should be conducted to assess the potential usefulness of these biomarkers.
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Captions to figures
Figure 1. HPLC/fluorescence chromatograms of a unnary extract from a rat Ïntravenous]y
injected with 0.5 JLmoI kg’ of pyrene. (A) Pyrene-1,6-dione and pyrene-1,8-dione
metabolites (diluted 2 times); (B) 1-OHP metabolite (non-diluted).
Figure 2. Urinary excretion rate time courses of pyrene metabolites following an IV
injection of 0.05 (.), 0.5 (.), 5 (Â) and 50 (V) iimol kg1 of pyrene in male Sprague
Dawley and Wistar rats. Each point represents mean and vertical bars are standard
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Table I. Elirnination haif-life of pyrene-1,6-dione (PI6D), pyrene-1,8-dione (P18D) and
1-hydroxypyrene (1-OHP) metabolites in the urine of male Sprague-Dawiey and Wistar
rats over the 48-h collection period.
Pyrene dose Mean (SD) elimination haif-life of pyrene metabolites (h)*
group
Sprague-Dawley rats (n=5 per dose) Wistar rats (iz=5 per dose)
(rnoi k’)
PI6D P1$D 1-OHP PI6D P18D 1-OHP
0.05 4.3 (0.8) 4.9 (1.2) 3.7 (0.6) 4.5 (1.3) 5.4 (1.0) 3.9 (0.5)
0.5 3.9 (0.6) 6.9 (1.0) 3.6 (0.7) 6.2 (1.1) 7.1 (1.4) 5.2 (1.5)
5 3.9 (0.7) 4.9 (1.0) 3.9 (0.7) 4.7 (0.8) 5.3 (0.5) 3.9 (0.7)
5() 5.9 (0.6) 6.0 (0.8) 5.0 (1.2) 6.5 (0.4) 6.6 (0.9) 7.2 (3.5)
Meant 4.0 (0.7) 5.7 (1.3) 4.1 (0.9) 5.1 (1.3) 6.1 (1.2) 5.1 (2.3)
P vatue <00111 0.02* 0.06 <0.01* 0.02* 0.05
*For each metabolite and strain of rats, the Bartlett test showed ail the vabances in
elimination half-lives were equal between dose groups (P>0.05).
tMean excretion values for a given metabolite were compared between Sprague-Dawiey
and Wistar rats using a Student t-test and P values for PI6D, PI8D and 1-OHP were <0.01
(n=15; the highest dose group was excluded given the saturation effect at that dose), 0.29
(n=20) and 0.08 (n=20), respectively.
Comparison of mean excretion values between rats dosed with 0.05, 0.5, 5 and 50 mol
kg’ using the ANOVA test.
‘The Tukey post-test showed that the mean excretion valcie in rats dosed with 50 imoi kg’
was significantly different from those of rats injected with 0.05, 0.5 and 5 imoi kg’.
11The Tukey post-test showed that there was no apparent increase or decrease in the half-iife
with increasing dose.
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Table H. Percentage of the injected pyrene dose recovered as pyrene-1,6-dione (P16D),
pyrene-1.8-dione (P18D) and 1-hydroxypyrene (1-OHP) metabolites in the urine of male
Sprague-Dawiey and Wistar rats over the 48-h collection period.
Pyrene dose Mean percentage of the injected pyrene excreted overall as metaholites (SD)*
group
Sprague-Dawley rats (n=5 per dose) Wistar rats (n=5 per dose)
(imol kg’)
PI6D PI2D 1-01-W PI6D PI8D 1-OHP
0.05 25.6 (2.4) 8.2 (2.7) 0.7 (0.2) 14.6 (1.8) 5.5 (0.9) 0.3 (0.1)
0.5 21.6 (1.8) 6.4 (0.8) 0.6 (0.1) 12.9 (0.8) 4.8 (0.5) 0.3 (0.1)
5 24.0 (2.1) 8.0 (1.4) 0.8 (0.2) 14.7 (2.2) 6.4(11) 0.4 (0.1)
50 17.4 (1.4) 8.8 (0.7) 0.8 (0.3) 10.3 (1.3) 4.9 (0.6) 0.4 (0.2)
MeanT 23.7 (2.6) 7.8 (1.7) 0.7 (0.2) 14.1 (1.8) 5.4 (1.0) 0.4 (0.1)
P va1ue <0.0 1ll 0.15 0.42 <0.01* 0.02* 0.53
*The Bartlett test showed ail variances in the percentage of dose excreted as a gÏven pyrene
metabolite in a strain of rats were homogeneous between dose groups (P>0.05).
TMean excretion values for a given metabohte were compared between Sprague-Dawiey
and Wistar rats using a Student t-test and P values were <0.01 for ail metaboiites (for
PI6D, the highest dose group was exciuded given the saturation effect at that dose).
Comparison of mean excretion values between rats dosed with 0.05, 0.5, 5 and 50 imol
kg’ ctsing the ANOVA test.
The Ttikey post-test showed that the mean excretion value in rats dosed with 50 imol kg’
was significantly different from those of rats injected with 0.05, 0.5 and 5 mol kg1.
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The Tukey post-test showed that there was no apparent increase or decrease in the
percentage of pyrene dose excreted as P1$D with increasing dose.
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Résumé
L’objectif de ce projet était de vérifier l’tttilité potentielle de la pyrène-1,6-dione (PI6D) et
de la pyrène-1,8-dione (PI8D) comme indicateurs biologiques de l’expositïon aux
hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP) chez des personnes exposées à de faibles
doses de ces polluants. Six fumeurs et dix non-fumeurs ont fourni un échantillon d’urine de
24 heures. Parmi les non-fumeurs, six participants ont également fourni toutes leurs
mictions individuelles sur une période de 24 heures suivant 4 heures d’exposition à la
fumée de tabac ambiante dans un bar. Sur les 64 échantillons d’urine ainsi obtenus, des
déterminations de PI6D, de PI8D, de 1-hydroxypyrène (1-OHP) et de cotinine ont été
réalisées. Pour les métabolites de HAP mesurés par chromatographie liquide à haute
performance avec détection fluorimétrique (FWLC-Df), la fréquence de détection fut
56 % pour la P16D, O % pour la PI8D et 70 % pour le 1-CEP. Une comparaison avec une
méthode par chromatographie en phase gazeuse couplée à la spectrornéthe de masse
réalisée par tin autre laboratoire a montré une bonne corrélation pour le 1-OHP (r = 0,96),
mais une absence de corrélation entre la PI6D mesurée par notre laboratoire et la somme
des PI6D et P1SD obtenue par ce laboratoire indépendant (r = 0,21). Des comparaisons par
paires entre les concentrations de PI6D, de 1-OHP et de cotinine n’ont pas montré de
corrélation entre ces divers indicateurs biologiques. Ces résultats suggèrent qu’aux
concentrations de PI6D et de PI8D rencontrées chez des personnes n’ayant qu’une faible
exposition environnementale aux HAP, ta méthode par HPLC-DF ne paraît pas posséder la
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sensibilité requise pour la mesure de ces indicateurs biologiques malgré que cette méthode
ait fait ses preuves dans le cas d’expositions plus importantes.
Mots clés t Hydrocarbures aromatiques polycycliques; Surveillance biologique; Pyrène-1,6-
dione: 1-Hydroxypyrène; Tabagisme
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Abstract. Testing of an analytical method for the determination of pyrene-1.6-dione and
pyrene-1.8-dione in the urine of volunteers non-occupationally exposed to polycyciic
aromatic hydrocarbons
The objective of this project was to test the potentiai usefulness of an analytical method that
aiiows the measurement of two metabolites of pyrene, pyrene-1,6-dione (P16D) and
pyrene-1,8-dione (PI8D), as biomarkers of low exposure to polycyciic aromatic
hydrocarbons (PAH) in people having no occupational exposure to these compounds. Six
srnokers and ten non-smokers provided a 24-h urine sample. Six of the non-smokers aiso
collected ail individuai micturitions for a period of 24 h foliowing a 4-h exposure to
ambient tobacco smoke in a bar. Determinations of P16D, P18D, 1-hydroxypyrene
(1-OHP) and cotinine, a metabolite of nicotine, were performed in ail sampies. PAR
metabolites concentrations, as assessed by high performance iiquid chromatography
coupled with fluorescence detection (HPLC-FD), were detectable in 56% for PI6D, 0% for
PISD, and 70% for 1-OHP of the samples. Comparison with resuits obtained by an
independent iaboratory with a gas chromatography — mass spectrometry method gave a
good coiielation for 1-OHP (r = 0.96) but no such correlation was observed between P16D
measured by our Iaboratory and the sum PI6D and PI8D obtained by the independent
Iahoratory (r = 0.2 1). Further, paired comparisons between concentrations of PI6D, I-OHP
and cotinine did flot reveal significant correiations among these biomarkers. These resuits
suggest that given the low concentrations of PI6D and PI8D in peopie having Iow
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environmental exposure to PAH, the cunent HPLC-FD method does flot appear to have the
required sensitivity to allow the measurement of these biomarkers despite their
demonstrated usefulness in the case of exposures to larger doses.




Le 1-hydroxypyrène (1-OHP) est sans conteste l’indicateur biologique de l’exposition aux
hydrocarbures aromatiques polycycliques (RAP) dont l’utilisation est actuellement
prépondérante (1-4). Mais selon certaines études, l’excrétion urinaire du 1-OHP représente
une proportion d’environ 1 % ou moins de la dose d’exposition au pyrêne tant chez
l’humain que chez le rat (5, 6). Des travaux antérieurs effectués dans notre laboratoire ont
par ailleurs démontré que les diones 1,6 et 1,8 du pyrène étaient plus abondantes que le
1-OHP dans l’urine de rats exposés au pyrène, atteignant une proportion d’environ 15 à
20 % de la dose administrée (7-9). Ces travaux ont aussi montré que la même situation
prévalait dans l’urine de deux travailleurs de l’industrie du créosotage du bois et chez deux
volontaires exposés au pyrène par voie cutanée (8).
D’autres études encore ont indiqué que le polymorphisme enzymatique chez les sujets
exposés pouvait influencer le taux d’excrétion urinaire du 1-OHP (10, 11). Ces
observations n’ont cependant pas été reproduites par d’autres auteurs (12). Chez l’animal,
on a de plus montré que l’absorption de fibres alimentaires pouvait abaisser jusqu’à 30 % le
rendement d’excrétion urinaire du 1-OHP suivant une administration de pyrène par voie
intraveineuse (13). Dans la préparation d’un devis d’étude épidémiologique ou autre
impliquant une surveillance biologique de l’exposition, la variabilité intrarndividuelle et
interindividuelle des mesures est donc un facteur clé à prendre en considération dans le
choix d’ indicateurs biologiques appropriés (14).
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Étant donné la plus grande abondance de la PI6D et de la PI8D observée tant chez l’animal
que chez quelques volontaires et étant donné la plus faible variabilité interindividuelle
observée chez te rat avec ces indicateurs biologiques plus abondants que le 1-OH?, il
appert que les diones du pyrène excrétées dans l’urine présentent un potentiel intéressant en
surveillance biologique. Nous avons voulu examiner, dans le cadre d’une étude pilote.
l’applicabilité de la méthode analytique par chromatographie liquide à haute performance
couplée à la détection fluorimétrique (HPLC-DF) mise au point précédemment dans notre
laboratoire (8) à la détermination de ces métabolites chez des personnes ayant une faible




Un total de 6 fumeurs modérés (de $ à 25 cigarettes par jour) et 10 non-fumeurs tgés de 27
à 56 ans ont pris part à l’étude. Tous ces volontaires ont fourni le total de leurs mictions
urinaires de 24 heures. Par ailleurs, six des non-fumeurs se sont exposés pendant 4 heures à
la fumée de tabac ambiante (FTA) d’un bar de la région de Montréal avant l’entrée en
vigueur d’une réglementation interdisant désormais de fumer dans tous tes lieux publics au
Québec. Ils ont ensuite fourni toutes leurs mictions urinaires individuelles pendant un total
de 24 heures. Dans tous les cas, les échantillons étaient placés au réfrigérateur à 4 oc
immédiatement après la miction et à -18 °C pour le stockage prolongé. Le devis de
recherche a reçu l’approbation du comité d’éthïque de la recherche de la Faculté de
médecine de l’Université de Montréal et tous les participants volontaires ont signé le
formulaire de consentement.
Analyse de l’urine
Les métabolites du pyrène ont été mesurés par HPLc-DF (équipement de série 1100,
logiciel chemstation A.10.02, Agilent Technologies, Inc.). Dans le cas du 1-OHP, nous
avons utilisé la méthode initialement publiée par Jongeneelen (15) et modifiée par la suite
(16). La détermination quantitative de la PI6D et de la PI8D a quant à elle été réalisée à
l’aide de la méthode récemment développée dans notre laboratoire (8). Brièvement, 25 mL
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d’urine sont hydrolysés à 37 oc à l’aide d’un mélange de 3-glucuronidase et d’arylsulfatase
(Boehringer Manheim, Lavai, c, canada) puis passés à travers une cartouche de Sep-Pak
C15 (Waters. Millipore, Milford, MA, États-Unis). Une étape additionnelle d’acétylation est
utilisée pour la mesure des diones dont les formes tautomériques instables se prêtent
autrement mal à l’analyse quantitative. La limite de détection instrumentale a été établie à
10,7 g/L pour la PI6D et à 1,3 tg/L pour le 1-OHP. ces limites conespondent à
0,43 ig/L et à 0,06 g/L d’urine pour le PI6D et le 1-OHP, respectivement.
Dans le cadre d’un contrôle interlaboratoire, des portions aliquotes de 10 des échantillons
d’Llrine reccieillis ont été acheminées au Laboratoire de toxicologie humaine de l’Institut
national de santé publique du Québec (1NSPQ). celui-ci a fait l’analyse du 1-OHP, de la
PI6D et de la P1$D par chromatographie en phase gazeuse couplée à la spectrométhe de
masse en tandem après extraction liquide-liquide des métabolites suivi d’une 0-éthylation.
Les résultats, qui dans le cas des diones correspondent à la somme des deux isomères
puisque la méthode utilisée n’en permet pas la séparation, ont été comparés à ceux qui ont
été obtenus dans notre laboratoire.
La cotinine uhnaire a été déterminée par le Laboratoire de toxicologie humaine de l’INSPQ
selon une méthode de HPLC couplée à la spectrométrie de masse en tandem (17). ces
résultats ont servi de référence à la mesure de l’exposition à la fumée du tabac.
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Aux fins de comparaison des présentes données chez l’humain avec nos résultats antérieurs
sur ces métabolites du pyrène obtenus chez le rat, nous avons fait une analyse de régression
entre ta PI6D et le 1-OHP sur ces données animales. Les rats avaient été injectés en
intraveineuse avec du pyrène avant le recueil des urines en cages métaboliques. Les détails
de l’expérience ont été publiés (9), mais l’analyse de régression est nouvelle.
Traitement de données
Une valeur cotTespondant à la moitié de la limite de détection (LOD) a été attribuée aux
échantillons dont la concentration était inférieure à cette LOD (18). Les corrélations entre le
1-OHP et la P16D chez les rats ont été présentées sur un graphique log-log étant donné la
plage étendue des mesures. Les relations entre la cotinine et les métabolites du pyrène chez
les volontaires ont également été présentées sur un graphique log-log en raison de la grande
dispersion des résultats. Des coefficients de corrélation de Spearman (r) ont été calculés
entre la P16D et le 1-OHP ainsi qu’entre la cotinine et les métabolites du pyrène. Pour la
comparaison inter-laboratoires des corrélations linéaire de premier degré (r) et polynomiale
de deuxième degré (r) ont été calculées. Les comparaisons des groupes appariés ont été
effectuées à l’aide du test de Wilcoxon et pour les groupes non appariés avec le test U de
Mann-Whitney. Toutes les données statistiques non paramétriques ont été obtenues à l’aide
dct logiciel SPSS 13.0 pour Windows.
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Résultats
Le tableau 1 présente tes données descriptives sur l’excrétion de métabolites chez les
volontaires (taux et concentrations de PI6D, 1-OHP et cotinine ajustées et non-ajustées
pour le contenu en créatinine) selon leur exposition à la fumée du tabac (fumeurs, non
fumeurs non exposés et exposés à la FIA). Le pourcentage de détection des métabolites
dans les 64 échantillons urinaires (16 mictions de 24 h, soit 6 fumeurs et 10 non-fumeurs, et
48 mictions des sujets non-fumeurs après exposition à la VFA) analysés par HPLC-DF était
de 70 % pour le 1-OHP, 56 % pour la P16D et 0% pour ta PI8D. La P16D et le1-OHP
étaient non détectables surtout dans les échantillons de sujets non-fumeurs sans exposition à
la FIA. Le profil temporel de l’excrétion des métabolites du pyrène dans des mictions
individuelles recueillies au cours des 24 h suivant l’exposition à la FIA chez des non-
fumeurs n’a pas présenté de caractéristique particulière associée à cette exposition. Aucune
corrélation n’a par ailleurs été observée entre les concentrations de PI6D et de 1-OHP
urinaire dans les 28 échantillons (parmi 64 au total) montrant des niveaux détectables de
ces métabolites (r = -0,06) tel qu’ illustré à la figure 1.
Cependant. il importe de souligner qu’il existe une excellente corrélation (R2 = 0,99) entre
ces indicateurs biologiques chez le rat (figure 2 — résultats obtenus dans une étude
précédente (9): la corrélation montrée à la figure 2 n’était pas présentée dans l’article
p Li b lié).
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Afin de valider nos résultats, 10 échantillons d’urine des sujets à l’étude, avec exposition au
tabagisme variable, ont été analysés par le laboratoïre de toxicologie humaine de l’INSPQ.
Aucune corrélation significative n’a été obtenue entre les valeurs de PI6D obtenues par
notre laboratoire et celles de la somme des P16D et PI8D obtenues par le laboratoire de
l’INSPQ (r = 0,21, p = 0,56, n = 10). Toutefois, une corrélation significative a été observée
poir le 1-OHP (r = 0,96, r = 0,99, p <0,01, n = 9) dans cette analyse inter-laboratoire
(figure 3).
Le dosage de la cotinine, indicateur biologique spécifique de l’exposition à la fumée de
tabac, indique par ailleurs que les groupes dc fumeurs et de non-fumeurs ont été choisis
correctement (test U de Mann-Whitney, p < 0,01). Chez les non-fumeurs, une différence
significative a aussi été observée entre la cotinine dc 24 h avant et après l’exposition à la
VFA (test de Wilcoxon pour deux groupes appariés, n = 6 paires, p <0,05). Le fait d’être
exposé à la FTA pendant 4 h a augmenté la concentration de la cotinine urinaire cumulé sur
24 h chez les non-fumeurs de 4 à 26 fois. Cependant, aucune corrélation n’a été obtenue
parmi les échantillons ayant des concentrations détectables entre la cotinine et la PI6D
(r = 0,01, p = 0.49, n = 11) tandis qu’une corrélation significative, mais faible, a été
observée entre la cotinine et le 1-OHP (r = 0,60. p = 0,04, n = 9) chez les volontaires
fumeurs et non-fumeurs exposés à la FIA (figure 4).
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Discussion
Dans la présente étude chez des volontaires faiblement exposés aux HAP. des pics
chromatographiqcies correspondaient aux temps de rétention du I-OHP et à la P16D dans
l’urine. La fréquence de détection du I-OHP parmi les 16 sujets suivis a été similaire à
celle qui a été rapportée dans d’autres étctdes chez l’humain (1$-22), mais elle ne peut être
comparée pour la P16D qui n’a pas été mesurée dans d’autres études environnementales. La
PI6D apparaissait présente en concentrations de 2 à 49 (en moyenne de 11 fois, n = 28)
plus importantes que le 1-OHP. mais aucune corrélation n’a été observée entre ces
métabolites. Dans des conditions de fortes doses chez le rat prétraité au pyrène, les
concentrations de la PI6D étaient alors de 23 à 46 fois plus importantes que celles du
1-OHP et, chez l’humain exposé à des doses significatives de pyrène, elles étaient de 4 à 12
fois plus importantes (8, 9). De plus, dans étude expérimentale chez le rat, les profils
temporels de 1-OHP et de la PI6D dans l’urine étaient parallèles et une bonne corrélation a
été observée entre le 1-OHP et la PY6D, sur une vaste plage de concentrations de pyrène
administré (de 0.01 à 10,1 mg/kg p.c.) chez les deux souches de rats (figure 2).
Par ailleurs, dans notre étude, aucun effet significatif de la fumée de tabac ambiante sur la
concentration des métabotites du pyrène n’a été mis en évidence. Le tabac n’était toutefois
peut-être pas la source prépondérante d’exposition aux HAP chez les volontaires non
furnecirs à l’étude: la contribution d’autres sources potentielles, notamment la nourriture,
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était piobab]ement largement plus importante (23, 24). Concernant les fumeurs, certains
auteurs ont observé une corrélation entre le 1-OHP et la cotinine ou la consommation du
tabac (24-26) ; cependant, l’absence de cette corrélation a été aussi notée (27).
La faible colTélation entre le 1-01-W et la cotinine dans la présente étude ne plaide pas non
plus en faveur de l’utilisation du 1-OHP comme indicateur biologique du tabagisme passif.
L’absence de corrélation entre la PI6D et la cotinine suggère que soit la P16D n’est
également pas tin bon indicateur biologique du tabagisme passif ou que la détermination de
la PI6D souffre d’une interférence, puisqu’il n’y a par ailleurs pas de corrélation entre la
P16D et le 1-OHP, contrairement à nos observations antérieures chez l’animal. Cependant,
cette dernière corrélation apparaît significative entre les résultats obtenus par l’INSPQ
(r5 = 0,85, p <0,01, n = 9), ce qui va dans le sens des observations obtenues chez l’animal.
Quant au contrôle inter laboratoire entre notre laboratoire et celui de l’INSPQ, il a montré
que, pour le 1-OHP dans l’urine, les capacités de détection dans les deux laboratoires
étaient plutôt semblables (notre laboratoire 0,06 .tg/L d’urine ; INSPQ t 0,07 g/L
d’urine). Une bonne corrélation était aussi observée entre les concentrations de 1-OHP
obtenues dans notre laboratoire et celui de I’INSPQ. Il faudrait remarquer que cette
corrélation s’ajustait mieux à un modèle polynomial de deuxième ordre que linéaire, ceci
pouvant suggérer une perte d’analytes aux faibles concentrations, peut-être en raison d’un
délai d’analyse entre les deux laboratoires. Par contre, l’absence de corrélation dans tes
concentrations de diones entre les deux laboratoires indique plutôt des différences entre les
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méthodes. La limite de détection de la P16D dans l’urine humaine a été établie à 0,43 .tg/L
d’urine dans notre laboratoire, cette concentration étant 2 fois plus importante que celle
obtenue par l’LNSPQ. Cependant, par la méthode de 1’lNSPQ, la PI6D et la PI8D ne sont
pas séparées et la limite de détection représente alors celle de la somme de ces isomères.
Mais il faut reconnaître que puisque la P18D était en deçà de notre limite de détection, une
corrélation entre la somme des diones mesurées dans les deux laboratoires n’aurait pas
davantage été significative. Vu que l’implantation des méthodes d’analyse des métabolites
du pyrène dioxydés est très récente dans les deux laboratoires et qu’il n’existe pas encore
de méthode de référence reconnue pour leur dosage, cela ne permet donc pas de conclure à
ce stade que l’une ou l’autre méthode est robuste et fiable.
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Conclusion
La PI8D ne peut actuellement être utilisée comme indicateur biologique d’exposition aux
HAP chez les sujets fumeurs et non-fumeurs professionnellement non exposés aux HAP en
utilisant la méthode HPLC-DF. La fiabilité de la PÏ6D comme indicateur biologique
d’exposition aux HAP chez les sujets fumeurs et non-fumeurs professionnellement non
exposés aux HAP en utilisant la méthode HPLC-DF est douteuse compte tenu de l’absence
de corrélation avec le 1-OHP et avec les résultats préliminaires de l’INSPQ.
Étant donné les bons résultats obtenus dans les études animales et des mesures réalisées
chez deux travailleurs exposés à la créosote, il faudra améliorer la limite de détection et
refaire des études semblables avant de porter un jugement définitif sur l’intérêt des mesures
des diones du pyrène.
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Légende des figures
Figure 1. Relation entre les concentrations de PI6D et de 1-OHP urinaires chez des
volontaires fumeurs et non-fumeurs (n = 28, r de Spearman)
figure 2. Relation entre la PI6D et le 1-OHP chez deux souches de rats : Sprague-Dawley
(points ouverts, t-égression en continu, R2 = 0,99) et Wistar (points remplis, régression
ponctuée, R2 = 0,99)
Figure 3. Relations entre les résultats obtenus par nos soins et par le Laboratoire de
toxicologie humaine de I’INSPQ (A) la PI6D, obtenue par notre laboratoire et la somme
PY6D÷P1$D par l’INSPQ (n = 10, r de corrélation linéaire), ainsi que (B) le f-OHP.
obtenu par notre laboratoire et le 1-OHP par I’INSPQ (n = 9, r de corrélation linéaire, r de
corrélation polynomiale de deuxième ordre)
Figure 4. Relation entre concentrations de (A) la PI6D et la cotinine (n = 11, r de
Spearman) et (B) le 1-OHP et la cotinine chez les volontaires non-fumeurs exposés à la
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Excrétion urïnaire totale sur 24 h de la PI6D, du 1-OHP et de la cotinine et leurs
concentrations ajustées selon la créatinine chez des sujets non-exposés et exposés à la FTA
et chez des fumeurs
ig 24 h’ mol moF’ créatinine
Étendue Médiane Étendue Médiane
Pi 6D
Non-fumeurs
ii = 10 < LOD
— 3,48 1,15 < LOD - 1,14 0,35
n =6 < LOD




ii = 6 0,23— 3,02 1,70 0,36- 1,70 1,11
Fumeurs
n = 5* 1,60— 3,48 1,86 0,55 - 1,51 0,81
i-OHP
Non-fumeurs
n = 10 < LOD
— 0,31 0,19 < LOD - 0,27 0,08




n = 6 0,02
- 0,26 0,14 0.04 - 0,20 0,09
Fumeurs
5* <LOD—0,61 0,39 <LOD-0,27 0,20
Cotiniiie
Non-fumeurs
it= 10 <LOD—44,0 1,02 <LOD-46 5,66




n = 6 7,17 — 38,9 9,49 4,47 - 30 6,07
Fumeurs
11=5* 704—2948 1 001 324-1 513 620
tumeur a été exclu de l’étude. car il a fournit un volume de l’urine insuffisant t325 ml / 24 h) considéré comme oligurie.
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Ce travail de recherche fait ressortir l’apport essentiel des développements analytiques dans
l’avancement des connaissances toxicologiques afin de trouver un bon IBE aux RAP. Il met
par ailleurs l’emphase sur l’importance de la connaissance cinétique dans
l’utilisation/validation des 113E. Les articles présentés ci-dessus couvrent cine partie
importante du travail accompli, cependant il nous semble utile de discuter plus en détail du
cheminement qui ne ressort pas dans les documents publiés. Les étapes de recherche
parcourues couvrent certaines parties essentielles de développement et de validation d’IBE
aux RAP. Plus précisément, les étapes de développement d’une méthode analytique de
dosage des métabolites du pyrène, de vérification de la cinétique de ces métabolites dans un
modèle animal et la mesure des concentrations dans la population générale ont été
couvertes.
5.1. Recherche et développement de la méthode analytique
L’étude de Bouchard et ctÏ. (199$a), dans laquelle des rats ont été exposés au [14C]pyrène,
donne un profil chromatographique explicite sur la polarité des métabolites urinaires du
pyrène. et nous a mis sur ta piste de recherche de molécules plus polaires que le métabolite
du pyrène monooxydé, le 1-OH?. Pour approfondir l’idée de la polarité. le système HPLC
ESI-MS a été choisi pour identifier des métabolites inconnus. En s’appuyant sur l’exemple
du 1-OH? comme composé de référence (Annexe 5) ainsi que sur la littérature publiée sur
les molécules hydroxylées (Kostiainen et cil., 1997; Yunhui et aÏ., 1997), les conditions du
travail en mode négatif de l’interface ESI ont été choisies. Les échantillons d’urine de rats
exposés à 50 imol/kg de pyrène, traités au véhicule ou sans aucun traitement ont servi aci
processus d’identification des masses des métabolites du pyrène (Annexe 5 (suite)).
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Dans des études précédentes in i’itro et chez l’animal (Boyland et Sims, 1964: Gerde et ctÏ.,
1998; Harper, 1957; Jacob et cii., 1982), la présence de trois principales formes du pyrène
dioxydé: PI6D, PI8D et pyrène-4,5-dione (P45D) a été trouvée. Pourtant, aucune méthode
d’analyse pratique de ces métabolites n’avait été proposée jusqu’à présent.
Les standards des P16D, PI8D et P45D ne sont pas disponibles pour le moment sur le
marché des produits chimiques. Nous nous sommes donc adressés au Dr P. Fu, chercheur à
la FDA, qui nous a fourni une quantité suffisante de standards de PI6D, P1$D et P45D
(synthétisés dans leur laboratoire) pour effectuer l’étude actuelle. La pureté de ces produits
a été établie à 98 %. Pour des fins de précaution, une analyse 1H-RMN a été réalisée qui
confirmait la pureté du matériel de référence (Annexe 6). Le même profil du 1H-RMN pour
la PI6D et la PI8D a été obtenu par d’autres auteurs (Cho et Harvey, 1976).
Nous avons ensuite développé une méthode HPLC-fluorescence pour l’analyse spécifique
des métabolites du pyrène dioxydé, notamment la P16D et la P18D. Les longueurs d’ondes
optimales d’excitation et d’émission ont été déterminées par HPLC-fluorescence en
utilisant le mode en continu, et celles-ci ont été établies à 345 nm et 407 nm respectivement
(Annexe 7). L’analyse de la P45D n’a pas été poursuivie à cause d’un faible signal en
flciorescence (les longueurs d’ondes optimales étant de Ex = 260 nm et Em = 369 nm) qui
était plus faible d’un facteur de 10 comparativement au P16D et au P18D.
146
S’appuyant sur les données de chromatographie disponibles dans la littérature (Mazzeo et
al., 2002; Snyder et Dolan. 2002), la recherche de bonnes conditions de séparation et de
réponse analytique des isomères du pyrène dioxydé ont été effectuées. Suite à cette
recherche, plusieurs colonnes HPLC utilisées en technique chromatographie classique
(Supelcosil LC-18, Zorbax SB-Phenyl, Zorbax Eclipse XDB-C8) et en chromatographie
liquide multidimensionnelle séquencée (Spherisorb ODS B, Alumin CI8,
Uptisphere ODS B, C4, Partisil ODS 3, Nucleosil C18 HD), présentant des phases
différentes, ont été testées. Dans l’approche de la chromatographie classique, la constitution
du gradient d’élution a été moditée en fonction des colonnes choisies jusqu’à un résultat
satisfaisant. Sur la colonne Zorbax Eclipse XDB-C8 et avec tes meilleures conditions de
gradient obtenues, les moyennes des temps de rétention dans l’analyse HPLC-fluorescence
sont de 22,6 (SD = 0.6) min pour la PI6D et 23,8 (SD = 0,6) min pour la P18D (n = 19). La
resolcition des pics de la PÏ6D et ta P18D egale à 1,08 démontre une séparation adéquate
des produits isomères. Le pic le plus important qui est observé dans l’urine chez le rat et
chez l’humain co-élue avec le standard de PÏ6D (Annexe 8). Étant donné ces bonnes
conditions d’analyse qualitative, la quantification n’était pas réalisable due à l’instabilité
tautomérique des molécules sous les conditions d’étution utilisées. 11 nous semble
intéressant de mentionner ce résultat négatif, car dans la plupart des publications (Gerde et
al.. 1998; LaVoie et ctl., 1980; MacNicoll et al., 1979) les chromatogrammes des composés
aromatiques dioxydés sont présentés sans aucun commentaire en ce qui concerne la stabilité
de cette classe de composés. Par contre, Thakker et ctÏ. (1982) dévoilent la complexité
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d’analyse chrornatographiqLle de la benz(a)anthracène-3,4-dione comme un composé qui
réagit avec les solvants protonés en proposant une analyse avec une colonne en phase
normale (silice) et un mélange d’éluant organique sans phase aqueuse. Malgré d’autres
exemples chromatographiques publiés, où les colonnes en phase normale sont utilisées pour
l’analyse des composés polyoxydés (Garg et Jusko, 1991: Sekimoto et al., 1999), cette
approche ne fonctionnait pas sur notre système choisi (colonne Zorbax-SIL).
En se basant sur des travaux précédents (Amaro et aï., 1996; Bamett et al., 1934; Boyland
et Wolf. 1950; Cho et Harvey, 1976; Fieser et Hershberg, 1939; Monconi et al., 1961;
Raha et al.. 1973), la décision a été prise de stabiliser la forme céto-énolique des molécules
PI6D et P18D par acétylation. Sachant que les composés aromatiques possédant ces
groupes labiles réagissent bien avec les électrophiles et donnent facilement lieu à des
réactions d’estérification et d’éthérification, l’adaptation des conditions de la dérivation
présentée par Procopiou et ctl. (199$) a paru représenter la meilleure piste. D’après les
travaux de ces auteurs, une méthode de dérivation des molécules P16D et PI8D vers le
diacetoxy-1.6-pyrène et le diacetoxy-1,$-pyrène (Annexe 9) par une réaction exothermique
a été élaborée.
Les spectres de fluorescence des molécules dérivées ont été refaits sous les mêmes
conditions que les composés d’origine. Toutefois, la dérivation des molécules augmente
leur poids moléculaire et modifie la polarité, ce qui rallonge le temps de rétention sur la
colonne chromatographique des phases inverses et diminue l’intensité relative de
148
fluorescence (Carvalho et cii., 2004: Spark et Swift, 1994). Par contre, le changement des
groupes céto-énoliques du système aromatique vers les groupes acétoxy, qui sont des
donneurs électroniques modérés par rapport aux premiers, n’a fait qu’un déplacement
hypsochrome pour les longueurs d’onde d’émission par rapport aux produits d’origine.
Dans le but de stabiliser notre système analytique et de rendre la quantification des
métabolites possible, nous avons dû accepter une diminution de la sensibilité de détection.
Malgré cet inconvénient, le processus de dérivation s’est révélé avantageux pour la
purification des extraits urinaires. En effet, dans l’étape de préparation des échantillons
urinaires pour l’analyse HPLC, l’extrait méthanolique ultime du 1-01-W contient souvent
des dépôts particulaires, tandis que l’extrait des métabolites P16D et P1$D dérivés reste
limpide même après la conservation des échantillons à basse température (- 18 °C). Ceci
peut être considéré comme un résultat favorable pour la longévité de la colonne HPLC en
assurant le maintien de ses performances lors des analyses de routine. Une autre
composante originale qui assure la régénération de la colonne HPLC a été mise en
application en introduisant environ 0,03 % de triton X-100 dans le méthanol de la phase
mobile au cours de l’analyse des échantillons urinaires. Cette approche permet d’analyser
un grand nombre d’échantillons urinaires en conservant la propreté de la colonne HPLC.
Le traitement des échantillons urinaires pour l’analyse des métabolites dioxydés demeurait
toutefois basé sur le même processus d’hydrolyse enzymatique et d’extraction en phase
solide (Sep-Pak C18) que pour le l-01-W. Ceci permet d’obtenir une information
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supplémentaire dans le même échantillon traité et économiser du temps. Les travaux pilotes
effectués avec des urines animales et humaines pour la PI6D et la P1$D nous ont permis de
considérer la méthode applicable pour les études toxicocinétiques chez l’animal et chez
I’ humain.
5.2. Expérimentation toxicologique chez le rat
Puisque les rats absorbent et éliminent plusieurs substances chimiques de façon similaire à
celle des êtres humains, ils sont amplement utilisés pour évaluer le métabolisme des
xénobiotiqLles (Briggs et Oehme, 1980). Les similitudes dans le comportement cinétique du
1-OH? dans l’urine de rats et d’humains après absorption du pyrène ont été préalablement
observées (Bouchard, 1998). Dans notre expérimentation, des espèces des rats non
consanguines ont été utilisées, ce qui d’habitude est recommandé pour les études
toxicologiques afin d’éviter une sélection particulière et de garder la variation
polymorphiqcie (Briggs et Oehme, 1980).
Il existe des différences dans les résultats obtenus par plusieurs chercheurs concernant
l’excrétion urinaire du 1-01-P chez le rat. Bien que ces auteurs aient étudié la quantité des
métabolites excrétés chez le rat à partir de doses du pyrène comparables, aucune étude
systématique visant à examiner différentes souches simultanément n’a été rapportée. Il est
apparu important d’incorporer le facteur de souche dans un seul cadre expérimental et sous
les mêmes conditions que les études précédentes. D’une part, des rats Sprague-Dawley ont
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été choisis comme la souche par défaut qui est depuis quelque temps utilisée dans notre
laboratoire pocir conduire la recherche cinétique des métabolites du pyrène. D’autre part,
des rats de souche Wistar, utilisés par d’autres chercheurs (Harper, 1957; Jacob et al., 1989;
Withey et al.. 1991), ont été retenus pour fins de comparaison avec la première. Ces deux
souches sont les plus répandues et les plus utilisées pour la recherche depuis 70 ans (CCPA,
1984). Comme les lignées ont été séparées depuis plusieurs décennies, les génotypes des
lignées non-consanguines varient grandement. Cependant, il y a peu d’études
toxicologiques ou physiologiques qui comparent ces deux souches ensemble. À part leur
faible différence morphologique (le rat Wistar possède une tête plus large et une queue plus
petite que le Sprague-Dawley (CCPA, 1984)) et certaines variables physiologiques (le
Sprague-Dawley a une plus importante concentration d’ATP dans les parties médullaires et
papillaires des reins que le Wistar, ce qui ne cause pas de différence significative sur la
fonction de l’organe (Martinez-Maldonado et al., 1969)), nous n’avons pas trouvé d’autres
différences documentées.
Le but essentiel des études qui emploient les rats de laboratoire est de développer des
données fiables et reproductibles. C’est pourquoi, dans une expérience contrôlée, nous
avons tenu à contrôler les variables méthodologiques pour que les données obtenues
puissent être comparables avec les études précédentes. Parmi les protocoles de la cinétique
d’exct-étion urinaire, conçus par les différents auteurs (Bouchard et Viau. 1998: Jacob et al..
1989; Jongeneelen et cil., 1985; 1986; Withey et ctl., 1991), après une administration a1gu
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dLl pyrène chez le rat, le protocole de Bouchard et al. (1998b) est apparu le plus approprié
pour estimer cine demi-vie fiable des métabolites dioxygénés du pyrène. Comme dans
l’étude précédente, l’injection intraveineuse du pyrène a été effectuée dans la veine caudale
(coccygienne). Ceci permet une absorption à 100 % dans la circulation générale tout en
évitant l’effet de «première passage » qui résulterait d’une administration par gavage
gastriqcie ou absot-ption par tes voies extravasculaires, après injection intrapéritonéale (IP),
qui rendrait notre système d’étude plus complexe (Annexe 10) (Klaassen et Watkins III.
1984; Mehta, 1987; Nightingale et Mouravieff, 1973; Withey, 1990; Woodard, 1965).
Considérant les particularités physico-chimiques des métabolites du pyrène dioxygenés. il
s’est avéré important d’effectuer leur dosage par une méthode analytique autre que par celle
sensible mais non-spécifique des composés marqués.
Dans notre protocole, les niveaux de doses du pyrène injecté ont été distribués selon une
échelle logarithmique sur 4 ordres de grandeur. La dose la plus faible choisie dans cette
étude correspond à un niveau 10 fois plus faible que dans les travaux précédents chez le rat
(Bouchard et ctl., 1998a; 1998b; Bouchard et Viau, 1996: Viau et ciL, 1999; Withey et al.,
1991). Ceci nous a permis de pousser la recherche vers les doses faibles et d’obtenir des
profils temporels semblables à ceux obtenus à des doses plus élevées, surtout pour les
métabolites du pyrène dioxygénés (P16D et PI8D).
Bien que les rats de laboratoire présentent une certaine uniformité dans la taille et le
génotype (Briggs et Oehme, 1980), la formation de groupes d’exposition apporte plus de
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signification aux données collectées. L’optimisation de l’étude toxicologique a été faite en
choisissant un nombre adéquat d’animaux. Pour justifier le nombre de rats par groupe
(dose), nous nous sommes basés sur la régression linéaire entre la dose IV de pyrène
administré et la quantité totale du 1-OHP excrétée pendant 24 heures qui a déjà fait l’objet
d’une publication par Bouchard et Viau (199$). Après avoir fixé la valeur du risque cx à
5 % et la puissance (]-$) à 90 %, selon l’équation n=(o2/A2)2, on a trouvé qui est la
valeur du tableau du test unilatéral à un risque et une puissance choisis. Le u2 est la
variance pondérée de l’excrétion du 1-OHP où u = 12 nmolf24 h est calculé à partir des
trois plus petites doses (1,5, 5 et 15 imol/kg p.c.) administrées chez le rat (Bouchard et
Viau, 1998), et A = 17 est la différence d’ordonnée qu’on veut détecter entre les réponses
du métabolite, calculé à partir d’une relation «dose - excrétion » obtenue pour le 1-OHP
par Bouchard et Viau (199$). pour les valeurs du pyrène qu’on a visé administrer chez le
rat, soit 0,5 et 5 mol!kg p.c. D’ici on obtient le nombre par groupe correspondant à 4
animaux. Dans notre recherche, nous avons étudié 5 rats par groupe pour s’assurer d’une
différence entre les groupes quant à l’excrétion des métabolites dioxygénés, tout en
respectant les normes du Conseil canadien de protection des animaux quant à la
minimisation d’effectifs requis.
Les données de l’expérience toxicologique ont montré que le profil temporel et les demi
vies des métabolites urinaires du pyrène (P16D, P18D et 1-OHP) étaient similaires.
suggérant que la biotransformation des métabolites oxydés du pyrène n’est pas une étape
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limitante dans leur cinétique et que la cinétique d’excrétion urinaire des divers métabolites
est gouvernée par les mêmes processus physiologiques (clairance rénale et recirculation
entérohépatique, vraisemblablement). Cela veut dire que les resultats touchant la PI6D et la
PI8D pourraient être interprétés comme ceux du 1-OHP, sans offrir d’information
supplémentaire liée au rapport des concentrations de ces métabolites. Cela s’oppose au cas
du BaP, où après une injection IV chez le rat, les profils temporels des formes monooxydée
(3-OHBaP) et dioxydée (4,5-diolBaP) sont différents, avec une demi-vie de 2,6 fois plus
longue pour le 3-OHBaP comparé au 4,5-diolBaP (Bouchard et Viau, 1996). Ainsi, dans ce
cas. le calcul du rapport des concentrations de ces métabolites dans un échantillon urinaire
extemporané permet d’interpréter à quand remonte l’exposition. Une relation linéaire
«dose - excrétion » était observée pour les métabolites PI8D et 1-OHP suggérant l’absence
de saturation des systèmes enzymatiques impliqués pour l’intervalle de doses utilisées. Au
contraire, pour le métabolite majeur du pyrène, la PI6D, à la dose la plus élevée (50
mol/kg de pyrène), une plus faible fraction excrétée chez les deux souches de rat a été
observée par rapport aux autres doses. Ce dernier résultat reste à vérifier dans des
prochaines études pour mieux comprendre les différences métaboliques entre ces trois
formes du pyrène oxydé. En ce qui concerne le facteur de souche, les rats Sprague-Dawley
ont montré plus d’habileté à excréter les métabolites du pyrène dans l’urine que les rats
Wistar. Ici une hypothèse pourrait être émise, en suggérant que les rats Wistar éliminent des
quantités de métabolites plus importantes par la bile que les rats Sprague-Dawley. D’autre
part, dans l’urine des rats Wistar, les rapports des métabolites du pyrène dioxydés par
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rapport au 1-OHP (PY6D/1-OHP = 43 et PI8D/I-OHP = 17) sont supérieurs à ceux
observés chez les rats Sprague-Dawley (PI6D/1-OHP = 34 et PI8D/1-OHP = 11),
exprimant ainsi une variabilité métabolique entre les souches (Ruzgyte et ctÏ., 2006).
Sachant que les métabolites du pyrène dioxydés chez les rats présentent certains avantages
quantitaufs par rapport au 1-OHP, il apparaissait intéressant de vérifier les niveaux de ces
métabolites chez l’humain. En effet, aucune étude n’est disponible à ce jour sur la mesure
des métabolites du pyrène dioxydés (P16D et P18D) chez la population générale.
5.3. Les métabolites de HAP polyoxydés chez l’humain
Les métabolites de HA? monooxydés sont analysés dans la plupart des cas de surveillance
biologique de l’exposition aux HAP chez l’humain (CDC, 2005; Chuang et al., 1999;
Elovaara et al., 2004; Huang et al., 2006). Cependant, l’étude des métabolites polyoxydés
est néanmoins importante et peut apporter de l’information supplémentaire sur l’exposition
et la balance enzymatique impliquée dans le processus du métabolisme (Grimmer et aï..
1994; 1997; Jacob et Seidel, 2002).
Dans la présente recherche, le ratio des concentrations de pyrène dioxydé (PI6D et PI8D)
par rapport au 1-OHP a été évalué pour la première fois dans quelques échantillons de
travailleurs de créosote et de volontaires exposés au pyrène (n = 4) (chapitre deuxième).
Les résultats montrent que la PI6D était excrétée en concentrations plus importantes que le
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1-ORP le ratio PI6D/1-OHP était de 4 et 12 chez les deux travailleurs et de 4 et 9 chez les
volontaires. Des résultats semblables ont été observés pour les métabolites mono- et
dioxydés du phénanthrène chez l’humain (Grimmer et al., 1993). Les formes du
phénanthrène dioxydées (1,2-, 3,4- et 9,10-diones) étaient plus abondantes de 2 à 6 fois
comparé aux formes monooxydées (1-, 2-, 3-, 4- et 9-hydroxyphénanthrène) quand
l’exposition aux HAP est élevée (de 1 à 10 mgljour). Cependant, les formes du
phénanthrène monooxydé prédominent chez les volontaires fumeurs et non-fumeurs
faiblement exposés actx HAP (de 1 à 10 igIjour), soit un rapport dioxydés/monooxydés de
0,5 et 0,6 respectivement (Grimmer et cii., 1993; Jacob et aÏ., 1999). Des rapports
significativement différents entre les métabolites du phénanthrène dioxydés, 1,2- par
rapport à 3,4-dione, ont aussi été observés chez dix fumeurs et dix non-fumeurs, soit 1,5 et
2,3 respectivement, indiquant que l’induction du CYPIA2 a été causée plutôt par la fumée
du tabac que par les seuls HAP (Jacob et al., 1999). Ces constatations suggèrent que les
ratios des métabolites polyoxydés sur monooxydés puissent être potentiellement utiles pour
évaluer le degré d’exposition à un HAP et peut-être éventuellement aux HAP totaux. Des
différences pourraient également exister entre le ratio des métabolites
polyoxydés/monooxydés selon que le voie d’exposition.
Les métabolites du naphtalène monooxydés (1- et 2-naphtols) et dioxydés (1,2- et
1.4-naphiodiones) ont aussi été identifiés dans l’urine humaine (Bieniek, 1997; Mackell et
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aÏ.. 1951). Les formes du naphtalène monooxydées prédominaient par rapport aux formes
dioxydées, mais aucun facteur n’a été analysé pour justifier ce degré d’oxydation.
Grimmer et cd., (1993: 1994) ont mesuré un métabolite du pyrène dioxydé, le
1,2-dihydroxy-1,2-dihydropyrène, chez des travailleurs de cokerie en parallèle avec des
mesures de 1-ORP. Contrairement à la PI6D et à la PI8D, le 1,2-dihydroxy-I.2-
dihydropyrène était excrété en quantités deux fois moins importantes que le 1-OHP. Les
auteurs ont argumenté que la différence d’excrétion des formes mono- et dioxydées était
due aux caractéristiques individuelles du polymorphisme génétique ou encore à l’exposition
aux différents niveaux de HAP. Cette disposition des métabolites peut être d’avantage
appliquée aux études épidémiologiques du cancer, car l’évaluation de la variabilité
interindividuelle due à la susceptibilité aux substances cancérogènes ou à ses substituts est
une étape importante faisant le lien avec les techniques moléculaires et les facteurs de
risque de la maladie (McMichael, 1994; Perera, 1996).
Dans la présente recherche, une étude pilote a été effectuée pour vérifier l’utilité potentielle
de l’utilisation des métabolites de la P16D et d la PI8D comparé au 1-OHP à des doses
environnementalement réalistes (chapitre quatrième). En effet, plusieurs études
environnementales dans la population générale ont montré que le 1-01-W manquait de
sensibilité à faibles doses et était sujet des larges variations intra- et interindividuelles
(Annexe 13) (Bowman et al., 1997; Goen et aÏ., 1995; Viau et aÏ., 2002). Par ailleurs, les
études animales ont montré que la PÏ6D et la P18D étaient excrétés en quantités de 10 à 49
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fois plus importantes dans l’urine que le 1-OHP pour les doses d’exposition variant de 0,05
à 50 mol/kg (Ruzgyte et ctl., 2006).
Dans des travaux sur le toluène, il a été montré que la fraction de ses métabolites urinaires
excrétée en plus grande proportion (acide hippurique) subit une variation interindividuelle
moindre par rapport aux métabolites excrétés en proportion plus petite (crésols) (Pierce et
cii., 2002). Il s’avérait intéressant d’observer si cette tendance sur la variabilité était
applicable aux métabolites du pyrène. Il a donc été vérifié si les métabolites polyoxydés
pouvaient être des métabolites plus sensibles d’évaluation d’exposition à des faibles doses
environnementales et moins sujets à des variations interindividuelles. Une étude pilote a
donc été entreprise chez des volontaires montréalais professionnellement non exposés aux
RAP. Comme plus de $0 % du 1-OHP est excrété dans l’urine pendant 24 h suite
l’exposition par inhalation (Brzeznicki et aÏ., 1997) et que les paramètres toxicocinétiques
du pyrène dioxydé sont semblables à ceux du 1-OHP (Ruzgyte et ctÏ., 2006), la collecte
d’cirine dans l’étude actuelle a été limitée à 24 heures. De plus. cette approche nous a
permis de disposer des échantillons individuels moyennés sur 24 heures. Il faudrait
souligner qu’au cours de la surveillance biologique les chercheurs ont noté parfois un
pourcentage de variabilité intraindi vi duel le des échanti lions extemporanés plus important
que la variabilité interindividuelle entre les échantillons moyennés du même groupe
d’individLts (Hulka et Margolin, 1992). Cette dernière variabilité est similaire à la
variabilité de mesure dans des études épidémiologiques (Huika et Margolin, 1992).
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D’habitude la fumée de tabac est considérée comme un facteur confondant dans les études
d’exposition professionnelle aux HAP (Hulka, 1991). Selon Lodovici et al. (2004), la
teneur en HÀP dans la VfA est environ 10 fois plus importante que celle de la FTP.
Sachant qcte les risques de cancer du poumon et des maladies coronariennes chez les non-
fumeurs exposés à la FIA ont été étudiés depuis 1980 dans plus de 100 recherches
épidémiologiques (Scherer, 2005), il est apparu intéressant de surveiller l’effet de
l’exposition simple à la FTA en analysant les trois métabolites du pyrène (PI6D, PI8D et
1-OH?).
Cette étude a toutefois montré qu’aux faibles doses d’exposition chez l’humain (chapitre
qciatrième), une interférence semblait être apparente au niveau de la mesure des métabolites
de la PI6D. La P1$D était aussi non détectable dans tous les échantillons urinaires. Une
absence de corrélation a été observée entre la P16D et le 1-OHP chez les volontaires
fumeurs et non-fumeurs exposés et non-exposés à la FIE alors que chez le rat, une
excellente corrélation entre ces deux métabolites a été obtenue (chapitre quatrième). Chez
des travailleurs de créosote (chapitre deuxième), la P16D était également facilement
mesurable et excrété en concentration plus importante que le 1-01-W. Les problématiques
rencontrées pout les métabolites dioxydés aux faibles doses d’exposition chez l’humain
seraient reliées à la limite de détection analytique plus élevée de la PI6D et de la P18D par
rapport au 1-OHP. Avec une méthode analytique plus sensible, la PI6D et la Pl$D auraient
probablement été mesurables. En ce qui concerne le l-OHP, les concentrations urinaires
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observés dans la recherche actuelle étaient comparables aux autres études chez l’humain
(Annexe 12).
Dans une petspective de contrôle interlaboratoïre, 10 des échantillons urinaires collectés
chez volontaires pour la présente recherche ont été analysés à l’INSPQ (Dumas et cou., non
publié). Une détection des P16D + PI8D a été possible chez 4 des 10 sujets évalués et, chez
les sujets montrant des niveaux de PI6D + P1$D au-dessus de la limite de détection, une
colTélation a été obtenue entre la somme P16D + PI8D et le 1-ORP (R2 = 0,96, F = 0,12).
Les quantités des métabolites dci pyrène dioxydés étaient généralement plus élevées que
celles du 1-OHP.
Dans l’état actuel, les données animales montrent un intérêt quantitatif de l’utilisation des
métabolites dioxydés dans l’évaluation de l’exposition au pyrène. Cependant,
l’établissement de la pharmacocinétique, la constance dans la relation dose - réponse»
chez l’humain demeurent une étape essentielle pour la validation des indicateurs
biologiques (McMichael, 1994: Scherer, 2005; Vine, 1996). La méthode mise au point dans
ces recherches est applicable aux travailleurs dont l’exposition se démarque du bruit de
fond environnemental. Il reste toutefois à améliorer la sensibilité analytique des métabolites
du pyrène dioxydés pour l’application à des expositions environnementales.
En effet, le niveau des métabolites du pyrène unnaire observé dans la population générale
est assez bas et leur dosage soulève certaines limitations quant à cette validation. Le modèle
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établi pour le I-OHP a démontté que l’incertitude de mesure analytique acigmente de façon
exponentielle quand les valeurs se rapprochent de la limite de détection (altiene et ctt.,
2005). C’est pourquoi les conditions de l’analyse actuelle nous ne permettent pas de nous
prononcer clairement sur les avantages des métabolites du pyrène dioxydé versus le l-OHP.
La problématique de leur dosage dans la population générale réside dans la technique
analytique, car les limites de détection sont de 18 à 34 fois plus élevées pour le PI6D et
PI8D respectivement, comparé au 1-OHP. C’est aussi la raison pour laquelle le niveau du
PI8D urinaire est non-détectable dans la population générale même si son taux d’excrétion
chez les rats est de 10 à 18 fois supérieure à celui du 1-OHP (Ruzgyte et al., 2006). Malgré
cette question technique, la surveillance des métabolites du pyrène dioxydé comme les
autres KAP dioxydés chez l’humain semble être pertinente et pourrait être informative sur
le plan du polymorphisme génétique. Les métabolites du pyrène avec un degré d’oxydation
différent pourront être employés dans des études épidémiologiques d’abord pour classifier
ta population selon ta susceptibilité génétique aux RAP (effet modifiant); cependant ils
possèdent une demi-vie trop courte pour établir tin lien causal entre l’exposition à long
terme et la maladie (Rulka et Margolin, 1992; Perera, 1996; Rothman et ctÏ., 1995). Il est
donc nécessaire d’améliorer la sensibilité de la méthode analytique pour recueillir plus
d’information sur le métabolisme du pyrène.
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5.4. Conclusion
Les métabolites dLl pvrène dioxydé, la PI6D et la PI8D ont été identifiés par HPLC-ESI
MS comme des métabolites abondants dans l’urine de rats exposés au pyrène. Une méthode
spécifique de stabilisation de ces métabolites sur le système analytique de HPLC
fluorescence a été développée. Du point de vue technique, la méthode s’applique en routine
et reste aussi simple et peu coûteuse que pour le 1-OHP, en ajoutant une étape finale de
dérivation. La méthode est apparue assez sensible pour un dosage de la P16D et de la PI8D
chez les rats dans une étude toxicocinétique. Le travail toxicologique chez le rat nous a
permis d’acquérir des connaissances supplémentaires sur le mode d’élimination du pyrène
in vivo et d’admettre que les formes du pyrène dioxydées sont quantitativement plus
importantes que le pyrène monooxydé, le 1-OHP. Le dosage du métabolite du pyrène
dioxydé. la PI6D en le comparant avec le 1-OHP dans l’urine humaine, est une nouvelle
approche exploratoire des JEF aux HAP. Ces résultats ont permis de mettre en évidence la
problématique d’analyse des métabolites du pyrène dioxydé dans la population générale.
Pour leur validation en tant qu’indicateurs biologiques potentiels, il faudrait améliorer la
technique de dosage en augmentant la sensibilité analytique quand il s’agit de la
surveillance environnementale. Dans les futures recherches, il serait intéressant d’établir les
liens entre le polymorphisme génétique et le degré d’oxydation du pyrène et de comparer
ces données avec celles qui ont été obtenues avec d’autres HAP polyoxydés. Il est donc
utile de chercher différentes formes de métabolites de HAP et de les intégrer pour une
surveillance biologique de l’exposition optimale.
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IAnnexe 1
Les niveaux des HAP dans un milieu environnementale différent (WHO, 1998)
Concentration moyenne des HAP individuelles
Air ng/m3
Milieu urbain 1 - 30
Grandes villes 200
Tunnels routiers I — 50
Stations de métro 20
Près des sources industrielles I — 10
BtLtit de fond 0,004 — 0,03
Eau ng/L
De surface 50
Rivières polluées 6 000
Souterrain 0,02 — 1.8
Pluie 10 — 200
Neige et brouillard 1 000
Sol mgfkg
Près des sources industrielles 1 000
Milieu urbain 2 — 5






L’huile de noix de coco 460




Les taux de production mondiale de BaP estimés pour différentes sources anthropiques
(Suess, 1976) et naturelles (Ilnitsky et aÏ., 1977)
Source BaP (tonnes/an) %
Chauffage et production 2 604 51
d ‘ é nergi e
industrie 1 045 21
Incinération et combustion 1 350 27
ou verte
Véhicules 45 1
Volcans 1,2 - 14
L’exposition humaine aux HAP à partir des sources environnementales
(Santodonato et al., 1981)
ng/j our
Source
BaP RAP cancerogènes RAP totaux
Air 9,5—44 38 207
Eau 1,1 4,2 27
nourriture 160—1 600




Les paramètres physiques et toxicologiques des 16 HAP
Pression Constante de Bio- Solubilité
HAP Mr partielle Henry disponibilité dans l’eau
(à 25° C) (à 25° C) (inhalation) mg/L
atma kPam3/molb
Naphtalène 12$ 1,05 x i0 nU 31,7
Acenaphthylène 152 8,79 x 1OE6 1,46 x 1OE’ nd 3,93
Acenaphthène 154 2,83 x 10 8,01 x i0 nd 1,93
Fluorène 166 7,94 x i0 1,01 x 102 100 1,98
Phenanthrène 17$ 1,62 x i0 2,59 x 10 98,2-98,3 1,29
Anthracène 178 7,94 x 10 1,79 x i0 95,4-95,8 0,073
fuoranthène 202 1,23 x i0 6,58 x 10 84,4-85,7 0,275
Pyrène 202 7,24 x 102 1,15 x 1OE $3,5-84,8 0,135
Chrysène 22$ 8,29 x 1OE1° 1,06 x 1OE4 28,3-34,2 0,006
Benz(a)anthracène 228 2,76 x 1OE1° 1,01 x 1OE4 19,1-25,8 0,01
Benzo(b)fluoranthène 252 6,58 x i0° 1,23 x i0 9,0-16,5 0,0012
Benzo(a)pyrène 252 7,37 x 10’ 4,96 x i0 8,1-15,7 0,0023
Benzo(k)fluoranthène 252 1,26 x iOE’3 3,92 x i0 8,1-15,7 0,00076
Benzo(ghi)perylène 276 1,35 x i0’ 1,46 x 10 8,1-15,7 0,00026
Indeno(123cd)pyrène 276 1.32 x i0’4 7,04 x 10 8,1-15,7 0,062
Dibenz(a,h)anthracène 278 1,32 x IOE’3 7,39 x 1O 8,1-15,7 0,00005
Fetter. 1993 Sonnefeld et al., 1983
bWHQ 1998 ATSDR, 1995
CanTox Inc. 1991
M, masse moléculaire relative, nd non disponible
Iv
Annexe 4
Les demi-vies d’excrétion du I-01-W et du 3-OHBaP urinaire chez l’humain exposé
aux HAP
t112 de
Nombre des Exposition aux




industries différentes : n.d. / 0,45—48,3 Pyr 1-01-W : 7,3 Lafontaine et
31
exposition principale par (igJm3) (2,7
— 14,9) al., 2004
inhalation
Travailleurs des
industries différentes n.d. / 0,8-19 400 3-OHBaP 8,8 Lafontaine et
31
exposition principale par BaP (ng/m3) (3,1 — 16,2) al., 2004
inhalation
Travailleurs des nU. / 0,66-5,05 Pyr 1-OHP 6,1 Lafontaine et
industries pétrochimiques (g/m3) (1,9— 12,5) al., 1999
Patients traités aux
Nenoff et al.,
19 produits à la base de n.d. / nU. 1-OHP 38
1997
goudron
Exposition par inhalation n.d. / 4,2-28,7 Pyr 1-01-W 9,8 Brzeznicki et
chez les volontaires (Lg/m3) (CI : 7,9 — 11,7) al.. 1997
Exposition cutanée et Viau et al.,
1-01-P 12
2 alimentaire chez tes n.d. / 500 Pyr (/1 g) 1995; Viau and
(11,5— 15)
volontaires Vyskocil, 1995
Travailleurs exposés aux 8,3-440 / 0,6-80 1-OHP
- Heikkila et al.,
6 produits de goudron de Pyr 5 —6 (lete phase)
1995
houille (jig/m3) 22 —24 (2ehhlt phase)
Travailleurs des 24,4 / 1,71 Pyr 1-01-W: 10,4 Boogard and
16
industries pétrochimiques (tgJm3) (3,9 - 26,7) van Sittert. 1994
Exposition alimentaire 1-OHP 4,4 Buckley and
5 n.d. -




des électrodes 133 I 4,8 Pyr 1-01-W : 1$ Buchet et ut.,
15
du graphite et de (ig/m3) (13,4- 26,3) 1992
production du coke
travailleurs de four à 186 / 24 Pyr Jungeneelen et
1$ 1-OHP:6-35
coke (igJm3) aI., 1990
Les donnés cinétiques chez l’animal exposé aux HA?
Métaboilte Espèce I souche /
Exposition Excrétion t %) Demi-vie t1,2 (h) Référence
urinaire n (groupe)
IP. 0,33 et I mmol
naphtols 4 / 24-h
naphtalène/kg p.c.
. IP, 0.33 et 1 mmol
phenantrols Rat / Wistar / 2 1,1 / 24-h
phenantène!kg P.C.
IP, 0.33 et 1 mmol
l-OHP 2,4!24-h
pyrène/kg p.c.
1V. 1,3, 10. 30 ou
Charbonncau
1 -naphtol Rat / Sprague-Dawlcy / 4 100 s moI 0,76 — 1.1 1 / 24-h
(période de 0148 h) and Viau. 1999
naphtalène/kg p.c.
IV, 0.5-50 emol 7,0
4.2 / 24-h
pyrène/kg p.c. (période de 12 148 h)
Oral. 1.5-50 tmol 6,3
Viau et al.,






1.7 —3,2 / 24-h
pyrene!kg p.c. (période de 12142 h) Bouchard and
l-OHP Rat / Sprague-Dawley! 4
Oral. 1,5-100 tmol Viau, 1998
2,6— 3,3 / 24-h
pyrene!kg P.C.
IV, 50 tmoI Bouchard et al..
1 -OHP Rat! Sprague-Dawley ! 4 2,7 ! 24-h
pyrcne!kg p.c. 1998a
IV, 5 tmoI 6,5 Bouchard etat,
I -OHP Rat! Sprague-Dawley / 6 0.65 / 24-h
pyrene!kg p.c. (période de 12142 h) 199$b
IV 15 moI
I -OHP 0.7 ! 48-h 6.9 (2” phase)
pyrene!kg p.c. Botichard and
Rat! Sprague-Dawley / 5
3-OHBaP IV 40 smol 0.1 / 48-h 8,1 (2 phase) Viau. 1996
1.5-diolBaP BaP/kg p.c. 0.09! 48-h 3.1 (2” phase)
IP 31,25 .smo1 Bouchard and
3-OHBaP Rat! Sprague-Dawley / 5 0,006! 164-h 25 (2” phase)
BaP/kg p.c. Viau. 1995
8,6

















































Détection simultanée par MS (chromatogrammes du composé de référence 1-OHP en mode




Analyse préliminaire pour le but d’identifier les masses des métabotites
du pyrène les plus polaires que le 1-hydroxypyrène
Échantillons d’urine collectée chez le rat Sprague-Dawley pendant 24-h pour l’analyse
HPLC-ESI-MS
Nombre de rat Mode d’exposition Pyrène, Volume d’extrait
Date
(poids, g) intraveineuse timol/kg final, ml
12-13/02/2001 2 - - 2
13- 14/02/2001 2 (247) véhicule - 2
14-15/02/2001 2 (245) véhicule + pyrène 50 2
6-7/03/200 1 2 - - 1
8-9/03/200 1 2 (347) véhicule + pyrène 50 1
20-21/03/2001 2 (412) véhicule - 1
Résultats d’analyse HPLC-ESI-MS/MS d’extrait urinaire de rat Sprague-Dawley




2. 276 — 217 dérivé du 1-01-W
dérivé du 1,6- ou du
3. 312—233
1 ,8-dihydroxypyrène
4. 365 —* 201 dérivé du pyrène




9 4 1 6 5 4 3 2 j —o ppm
6(CDCI3) = 6.709 (2H, d,
6(CDCI3) = 7.684 (2H. d,
a(CDC13) = 7.839 (2H, d,
6(CDCI3) = 8.493 (2H. d.
J 9.6 Hz, H-2 et -7)
J 9.6 Hz, H-3 et -8)
J 7.6 Hz, H-4 et -9)
J 7.6 Hz. H-5 et -10)





6(CDCI3) = 6.709 (2H, d, J 10 Hz H-2 et -7)
6(CDCI3) = 7.668 (2H, s, H-4 et -5)
3(CDCI3) 7.672 (2H, d. J 9.6 Hz, H-3 et -6)
8(CDCI3) = 8.642 L2H, s. H-9 et -10)
8 .642ppm(2H,s)=° 8% 83=1
8.49ppm(2H,cO=° l%83o. 132
0. 13%o 066 ou 6.6 % de ici P]6D
clans le standard de la PJ8D
q B 5 4 3 2 1 0 pp.
8.6 8 6 8 3 B 2 I 0 7 8 1.1 0 I 0 2 0 0 6 I 6 6 pl
Annexe 7
























Spectre d’excitation du pyrène-1,6-dione en 2D
250 /0111)
Annexe 7 (suite)
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Annexe 7 (suite)
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Annexe 7 (suite)
Spectre d’émission du pyrène-1,$-dione en 3D











































































































































































































































































Pyrène- I ,6-dione Diacetoxy- 1 ,6-pyrène
Pyrène-1,8-dione Diacetoxy- 1 ,8-pyrène













Les concentrations des métaholi tes du pyrène chez les fumeurs et non-fumeurs sans
exposition professionnelle aux HAP
Indicateur Non-tumeurs Fumeurs Unité debiologique des n n F/NF Pays Référence
tSD (SD) mesureKAP
0.04 0,14 Latèntaine et27 27 3.5 France(Cl: 0.01-0,15) (Cl: 0.04-0.53) ai, 2006
Chetiyanukor
3.30.91 (0.59) 3 3,03 (1,91) 5 Thailand nkul. et ai,P<0,05 2004
2
Chetiyanukor





0,09 (0.06) 4 0.17 (0,12) 6 1.9 1997
0.12 0.25 Van Rooij et39 37 2.1(Cl: 0.04-0,29) (CI 0,1-0.79) aI, 1994
0.27 0.42 (Lmol/mol Van Romj etI-OHP 30 33 1.6(CI: 0.04-0,8) (Cl: 0.16-1,06) créat. aI, 1993Pays Bas
0.17 0.5114 28 3
Jongeneelen
(CI: 0,01-0,93) (CI: 004-1,24) et ai. 1990
0.26 0,28 Jongeneeten52 38 1,1(Cl: 0,02-0,66) (CI: 0.09-1,31) etai, 1988
Buchet et ai,
0,08 9 0,17 9 2,1 Belgique 1992
0,16 0.26 Sherson et20 26 1,6 Denmark(Cl: 0.1-0.22) (CI: 0.18-0.34) — ai, 1992
Zhao et ut.
0,68 (0.46) 74 0,76 (0.53) 84 1,1 Chine 1992
Buraz et ai,
0.24 (0,13) 15 0,33 (0,19) 14 1,4 Turkie 1992
0,15 0.49 Lafontaine et)-OHP 27 27 3.3 France(Cl: 0,02-0,52) (CI: 0.13-1.16) ai, 2006
Scherer et ai,
1-OHP 0,16 (0,01) 42 0,35 (0,05) 27 2.2 ig/24 h 2000
2,8 Jacob et ai,1-OHP 0.22 (0,16) 10 0,60 (0.48) 9 AltemagneP<0,05 1999
3 Gundel et ai,1-OHP 0.19 10.19) 97 0.57 (0.37) 27 /.tg/g créat.P<0,05 1996
I -OHP 0.23 (0.41) 327 0,40 (0,31) 92 1,7 ig/g créat. halte Roggi et ai.1997
Lee et ai.l-OHP- 1,75 Lmol/mol Corée de Sud0.12 O,03) 8 0,21 W,07 10lucuronide P < 0,05 créatinine 2002
1-OHP- Kang et ai,0,26 (0,06) 20 0,55 (0,07) 20 2.1 pmol/ml Corée de Sudlucuronide 1995
0.01 0.03 nmol/mol Lafontaine et3-OHBaP 27 27 2,1 France(CI: <0,01-0.05) (Cl: <0.01-0,08) créat. ai, 2006
0,06 0,13 Lafontaine et3-OHBaP 27 27 2,2 ng!24 h France al. 2006(CI: <0,04-0,22) — (CI: <0,04-0,37)
0,12 0,23 cgJg Goen et ai.I-OHP 28 21 1,92 Allemagne(<0.04-0,33) (<0,04-1.31) créatjnne 1995
1,07 Jacoh et cïl.
OHPhen 2,2$ (1.24) 10 2.43 t I,07 9 .gf24 h Allemagne
n.s. 1999
XVIII
OHPhen 1,5 (1,05) 97 1,83 (0,84) 27 1.2 g/g Gundel et al.Allemagne
créaunine 1996
Chetiyanukor3.4 imoIJmol Thailand nkul e! ai,2-OHF 0,22 3 0.75 5 P < 0.05 créatinine 2004
Chetiyanukor6,5 imo1/mo12-OHF 0,04 4 0.26 10 Japon nkul et ai,P < 0,05 créatinine 2004
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Is 1-hydroxypyrene a reliable bioindicator of measured dietary
polycyclic aromatic hydrocarbon under normal conditions?
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Abstract
Five healthy volunteers consumed similar amounts of identicai foods for 5 consecutive days. The concentration of pyrene
and of benzo(a)pyrene was determined in each of the 15 meals by a short analytical method that included sample
saponification, solvent extraction. and HPLC analysis. The volunteers also provided three daily total volume 8-h unne
samples for the duration of the study tbr the assessment of 1-hydroxypyrene, a biomarker of pyrene and polycyclic aromatic
hydrocarbon (PAH) exposure. Mean recoveries were 83 and 75%, respectively. for pyrene and benzo(a)pyrene in food. Daily
dietary pyrene doses varied from 0.7 to 3 xg. Excluding two outliers consisting of meals containing charbroiled pork and
beef, pyrene content in the meals estimated fron the published literature data was correlated to the measured pyrene, but
overestimated the actual concentration by ca. 70%. Despite the identical ingcsted doses of pyrene, there was a 50—76%
(coefficient of variation) interindividual vanability in the daily-excreted amount of 1-hydroxypyrene. Urinary excretton of
this metabolite was not coiTelated with ingested dose of pyrene under the normal feeding conditions used in this study.
Bioavailability. enzymatic polymorphism, and differences in enterohepatic cycling of the metabolite may contdbute to the
observed variability. It was calculated that dietary pyrene intake accounts for between 87.5 and 99.8% of the sum of dietaiy
and inhalation intake. From the presented data, unless the above-mentioned factors are taken into account, 1-hydroxypyrene
might not be a reliable bioindicator of ingested pyrene (PAHs) under normal feeding conditions.
© 2002 Elsevier Science B.V. All rights reserved.
Kevwords: Biological monitoring; Polycyclic aromatic hydrocarbon; 1-Hydroxypyrene; Benzo(a)pyrene; Pyrene
1. Introduction
In many workplaces, 1-hydmxypyrene (l-OHP)
has been successfully used as a bioindicator of
exposure to polycyclic aromatic hydrocarbons
(PAHs) [1]. Occupationai PAH exposure doses ex
ceed by far those encountered in the general environ
*corresponding author. Fax: + 1-514-343-2200.
ment. For non-smoking peopte with no occupational
exposure to these contaminants, the main source of
PAH exposure cornes from ingested food and from
the breathing of both indoor and outdoot air. PAHs
are indeed known contaminants of food arising from
both their atrnospheric deposition on crops and
pyrolysis of food components during cooking [2—51.
Contradictory results, however, have been pub
lished regarding the relative contribution of food and
air sources to the internai dose of PARs. A few years
ELSEVIER
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ago, Lioy et al. [6] measured benzo(a)pyrene (BaP)
in food and indoor air from ten houses located near a
metal pipe foundry durïng 2 consecutive weeks. The
authors reported that haif of the results indicated that
inhalation was the major pathway of exposure to
BaP, while tbod intake was the major source for the
other half. More recently, Philiips argued that diet
was the major source of human exposure to PARs,
the largest contribution arising from cereals and
vegetables rather than meat [71. Van Rooij et al.
estimated the relative contribution of food and air to
the intemal dose of PARs as assessed by the
measurement of urinary 1-OHP in 76 non-occupa
tionally exposed people [8]. These authors conciuded
that in non-smokers dietary PARs account for 99%
of the observed urinary 1-01-W. It should be noted,
however, that food contribution to PAH intake was
estimated (flot actually measured) from a fc)od diary.
In a study ccnducted on eight volunteers, Chénier
and Viau collected ail micturitions for a full week
along with diary information on ail food consumed
by the volunteers [9] and estimated PAH intake.
There was no relationship between the estimated
PAR intake and the measured urinary 1-OHP. Simi
larly, Scherer et al. assessed the relationship between
the diary-estimated dietary PAR intake and three
biomarkers of PAH exposure, namely BaP-hemoglo
bin adducts, BaP-albumin adducts and urinary 1-
01-W in 69 subjects [10]. They found no correlation
between the estimated dietary PAR intake and any of
the biomarkers.
In polluted areas of China [11] and Poiand [12],
increased urinary 1-OHP has been associated tvith
ambient air contamination by PAHs. Increased urin
ary 1-01-W was also observed in non-occupationally
exposed people living near a Sèderberg aluminum
electrolysis plant compared to a control area in
Canada [13]. The ambient concentrations of PAHs
were, however, lower than in the cited studies from
China and Poland. By contrast, in other studies by
our group, no relationship between PAR air contami
nation and urinary 1-01-W was found in either a
group of 22 physical exercise students in the Czech
Republic [14] or in smail kindergarten children in
Montreal [15]. This may be attributed to the smail
contribution of airborne PAHs, ccmpared with food
PARs, to the internai dose assessed by this bio
marker.
The small-scaie controlled study described in this
report was therefore undertaken to: (a) verify
whether an estimate of PAR dose from a food diary
using existing data yields a reliable estimate of PAR
dose from diet, (b) determine if there is a correlation
between measured pyrene dietary intake and urinary
1-OHP, and (c) determine the interindividual van
ability in 1-OHP excretion in people fed exactly the




Initially. five male volunteers were recruited for
the study, and the Ethics Committee of our University
approved the protocol. They were informed of the
purpose and design cf the study and they ail signed a
consent form. One week before the start of the study,
the focd menus to be served were discussed among
them in order to take into consideration food aller
gies or other types cf intolerance to specific foods or
ingredients. The volunteers were instructed te te
strain from eating any type cf food outside the meals
prepared for them and were only allowed te drink
water ad libitum. Hcwever, shortly after the noon
meal on the first day cf the study, one vclunteer
indicated flot feeling well (for reasons unrelated te
the fcod served in the frame cf the swdy) and
decided te withdraw. A female volunteer immedi
ately replaced him. During the evening cf the first
day, a second volunteer feit hungry and ate a meal at
home, which excluded him frcm participating in the
rest cf the study. Another female vclunteer replaced
him. Thus, the final group of volunteers included
three males and two females aged 25—53. They were
ail non-smokers and ail repcrted net using any drug.
Furthermore, data trom a physiolcgically based
pharmacokinetic model cf urinary 1-OHP excreticn
currently under development (net shcwn) indicated
that a three-fotd increase in body fat would result in
Iess than a 5% difference in 24-h 1-01-W excreticn.
2.2. Meals
Personnel frcm the Department cf Nutrition at the
University cf Mcntreal prepared ail meals. Six
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meal.
2.3. Analvsis of PAH in food [PAH]>jr.i X X 25
1’N0H-M0H ‘mpI
identical weighed portions of soiid and liquid food
were prepared and served at flxed hours: breakfast at
0800 h, lunch at 1200 h and dinner at 1700 h. An
evening snack vas provided to take home. Each
volunteer ate ail the contents of the served plates.
One of the portions was taken back to the taboratory
and kept at —20°C until ready to be processed for
analysis. The content of the evening snack was
combined to that of the dinner meal. Our col
laborators from the Department of Nutrition were
instructed to design menus with increasing PAH
content based on their general knowledge of tow and
high PAH-containing food. The detailed menus
served to the volunteers during the study appears in
Appendix A. The choice cf the daily menus was
made such as to resuit in a graduai increase in
estimated PAH content over the course of the study.
Barbecued food items were cooked on a Hibachi
using charcoal briquettes. At the end of the study,
tables giving pyrene content of various foodstuffs
were provided to the collaborators who were respon
sibte for designing the menus [2.9]. They were asked
te assess from these tables the total pyrene content of
the food prepared for the volunteers and to calculate
the resulting total estimated pyrene dose for each
Because the composition cf the meals varied
widely, namely in terms cf lipid, proteins. and fiber
contents, a number cf published analytical methods
were considered. The objective pursued was w use a
single method for ail matrices. A combination of
elements from these procedures [7,16] was flnally
adopted as follows. Five grams of lyophilized
homogenate were tveighed in a 42-ml Teflon tube
equipped with a screw cap. A 25-ml aliquot cf a 1:9
(v/v) mixture cf aqueous sodium hydroxide (10 M)
and methanol were added and placed in a shaker
(Eberbach Ann Arbor, Michigan, USA) and ex
tracted for 3 h at 180 oscillations per min. following
this saponification step, the samples were centrifuged
at 3500 rpm for 10 min at room temperature. The
volume cf the liquid phase was measured and
extracted three times with 15 ml of n-hexane using
the oscillating shaker for 30 min each time followed
by 10 min cf centrifugation at 3000 rpm. The
combined n-hexane fractions were evaporated te ca.
5 ml in a rotary evaporator. The residual volume was
transferred in a 13 X 100 mm glass tube, centrifuged,
and the clear supernatant transferred into a second
13X100 mm glass tube. The solvent was evaporated
to dryness under a gentle stream cf nitrogen and the
residue dissolved in 1.0 ml cf acetonitrile. The
analyte content cf food was calculated as:
[PAH ] —
where [PAHj0 is the concentration in the lycphil
ized meal of either pyrene or benzo(a)pyrene (ig/
kg), [PAH]ract is the concentration (p.g/ml) cf
PAH measured in the final volume cf acetonitrile
extract, VcN is the volume (ml) cf acetcnitrïle in
which the PAH are redissolved following extraction,
25 is the volume (ml) of aquecus sodium hydroxide
and methanol used te perform the saponification,
V.QHMoH is the reccvered volume (ml) cf aqueous
sodium hydroxide and methanol fcllowing saponifi
cation, and is the weight cf sample used to
perform the analvsis (kg). Both original and spiked
samples were analyzed in duplicate, which allowed
for the calculation cf analvtical recovery. Determi
nation cf enrichment vas based on preiiminary
analysis cf the original iycphilized samples. Samples
having a pyrene concentration below 4 p.g/kg were
spiked (per 5 g cf lycphilisate) with 5 ng cf pyrene—
2.3.1. PAH extinction
Liquids were extracted directly with n-hexane and
ethyl acetate. However, preliminary results indicated
that the doses cf both pyrene and benzo(a)pyrene
from the various beverages consumed by the vol
unteers (ccffee, milk, fruit juices, beer, wine) made
an insignificant contribution w the total ingested
dose as previously observed in other studies (e.g.,
Ref. [4]). Hence, the contribution of beverages te the
PAH dose was not considered in this study.
The solids from each frozen meal were lyophilized
to a constant weight (approximately 60 h) in a Freeze
Dryer 5 (Lab Con Cc., Fisher Scientific. Nepean,
Ontario, Canada). The lyophilized material vas
subsequentlv homogenized in a blender tu a fine
powder cf unifcrm appearance. When required, a
mortar and a pestle were used to complete the
operation. The homcgenates were kept at —20°C
until ready te be extracted.
5 ng of benzo(a)pyrene, while samples having
concentrations above that threshold were spiked with
10 ng of pyrene—5 ng of benzo(a)pyrene. Resuits
reported in this article were corrected for recovery.
2.3.2. HPLC wtalvsis
The analysis of PAR was performed using HPLC
with fluorescence detection. The system consisted of
an AS-100 autoinjector tBio-Rad, Richmond, CA,
USA), a model 1100 quaternary pump (Hewlett
Packard, Kirkland, Quebec, Canada), a 4.5 X 25 cm
Supelcosil LC-PAH cotumn (Supelco, Oakville, On
tario, Canada) maintained at 32°C, a LS-40 fluoro
meter (Perkin-Elmer, Buckingham, UK). Excitation!
emission wavelength pairs were 333/390 and 296/
405 nm for pyrene and benzo(a)pyrene. respectively.
The detector signal was recorded and treated with PE
Turbochrom 3 software. The injection volume was
40 p.l. Elution conditions were (flow-rate of 1.6
ml!min): acetonitrile—water (90:10, v!v) for 6 mm,
then changing in one step to 96:4 (v!v) with a return
to original conditions at 12.5 min. Approximate
retention time for pyrene and benzo(a)pyrene under
these conditions were ca. 4.2 and 9.7 min. For both
analytes, a series of five standards were used: 6.25,
12.5, 25. 50. and 100 nmol/l. Cahbration curves
were linear and detection limits varied from I to 14
nmol/l for pyrene and from 4 te 14 nmol/l for
benzota)pyrene [171.
2.4. Analysis of 1-hwtroxpyrene in urine
2.4.1. Urine collection
Volunteers were asked to collect the total volume
from ail micturitions in l-l plastic botties containing
a few crystals of thymol used as a bacteriostatic
agent. The micturitions were combined for three 8-h
periods starting approximately at 0600 h, 1400 h, and
2200 h. Exact time was recorded at the end of each
period. The collection bottles were kept at 4°C at alt
limes. for each volunteer, the urine volume of each
collection period was recorded and a suitable aliquot
kept at — 20°C for subsequent analysis.
2.4.2. 1 -Hyclroxvpyre,te cti iatvsis
1-Hydroxypyrenene was analysed in urine samples
according te Jongeneelen [181, as modified by
Bouchard et al. [19]. Briefly, 25 ml et the urine
samples were adjusted to pH 5 antI enzymaticaily
hydrolyzed overnight at 37°C with aryl sulfatase and
3-glucuronidase. The hydrolysates were passed
through a C; Sep-Pak (Supelco, Oakville. Ontario,
Canada) and eluted with methanol. The eluate vas
evaporated te dryness under nitrogen and redissolved
in 2 ml of methanol. The same chromatographic
system as that used for PAR analysis was used
except that the LC-PAH column was replaeed with a
LC18 Supeicosil column (Supelco, Oakville, Ontario,
Canada) and solvent gradient was as described in the
above-referenced publications. In our laboratory,
long term (3 years) measurement of inter-assay
variability (N= 180) of a positive control sample of
rat urine indicated a coefficient of variation of 7.5%.
Repeated measurements of 1-OHP in a positive
control human urine (N6) gave a coefficient of
variation of 3.8%. Results were reported both as total
daily excretion (in p.g with I p.g°5 nmol) or as
p.mol!mol creatinine. Creatinine was measured by
the classical Jaffe reaction.
2.5. Statisties
The relationships between pyrene and benzo
(a)pyrene in food. between estimated and measured
pyrene in food, antI between urinary excretion of
1-hydroxypyrene and measured dietary pyrene dose
were examined tvith the Pearson correlation test.
Despite the small numbers of data points in these
correlatiens, Pearson was preferred to nen-paramet
ric Spearman statistics since the hypothesis tested
was that of a useful linear correlation between the
studied variables. The interindividual dispersion of
daily urinary 1-hydrexypyrene excretion was de
scribed frem the arithmetic mean and coefficient of
variation. The level of significance was P =0.05.
3.1. PAH in Joct
Mean( ±SD) analytical recoveries were 83±20%
for pyrene antI 75±13% for benzo(a)pyrene. The
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mean relative spans (100 X max — min/mean) within
duplicates measured on ail samptes were 15% for
pyrene and 13% for benzo(a)pyrene. For pyrene, the
intra-assay (N=5) coefficients of variation on two
samptes were 13 and 20% while inter-assay (N3)
coefficients of variation on the same samples were
19 and 18%. Fig. 1 shows typical chromatograms of
an original sample and of the same sample that had
been spiked with pyrene and benzo(a)pyrene. Results
of pyrene and benzo(a)pyrene doses measured in
individual meals appear in Table 1. Pyrene con
centrations varied between 1.1 and 9.4 p.g/kg (dry
weight basis). The total pyrene doses (per meal)
ranged from 0.1 to 1.5. Benzo(a)pyrene con


















pies) and 1.6 p.g/kg, while doses ranged from below
detection limit (seven samples) to 0.18 p.g/meal.
There was a statisticatly significant correlation be
tween measured benzo(a)pyrene and pyrene con
centrations (r20.52, P0.045; Fig. 2). Using
either the slope of the regression or the ratio of
individual data points indicates that concentration of
dietary pyrene was on average between four and
eight times that of benzo(a)pyrene. The reiationship
between the measured and estimated doses of
pyrene. as assessed from the nature of the food
consumed and pubtïshed tables of pyrene content in
various foodstuff is shown in Fig. 3. Overall, there is
no statistically significant correlation between esti
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TIME (mm)
Fig. 1. Typical HPLC chromatograms off!) a food sample and (2) the same food sample spiked with pure pytene and benzo(a)pyrene
before the extraction procedure. P=Pyrene peak, BaP=Benzo(a)pyrene peak.
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Table I
Measured pyrene and benzo(a)pyrene in food
Day Meal Pyrene Benzo(ct)pyrene
Concentration Dose Concentration Dose
(g/kg) (ilg) (g/kg) (Lg)
Monday Breakfast 1.8 0.14 <LOD —
Lunch 6.3 1.07 <LOD —
Dinner 2.3 0.58 <LOD —
Tuesday Breakfast 1.4 0.19 <LOD —
Lunch 4.0 0.58 0.20 0.029
Dinner 2.4 028 1.17 0.137
Wednesday Breakfast 1 1 008 0.4$ 0.036
Lunch 2.6 0.41 <LOD —
Dinner 1.5 0.24 <LOD —
Thursday Breakfast 1.7 0.17 0.33 0.032
Lunch 9.4 1.49 1.55 0.246
Dinner 6.5 1.35 <LOD —
Friday Breakfast 1.3 0.10 0.36 0.028
Lunch 3.5 0.44 0.47 0.059
Dinner 5.0 0.74 0.96 0.144
Includes evening snack.
































Pyrene concentration in food (pglkg)
Fig. 2. Correlation between measured food pyrene ami food
benzota)pyrene in individual samples for which benzo(cz)pyrene
was detectable in the assay described in this article, r1 = 0.52,
P=0.045. The dotted unes represent the 95% confidence interval
of the correlation.
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0
Measured pyrene dose (iig/meal)
Fig. 3. Comparison of food pyrene content as estimated from
published tables and as analysed in 15 meals. A sigmficant
correlation (r2=0.67. P=0.0006) s found only after removing
two barbecued meat meals (triangles within parentheses on the
graph). The dotted lines represent the 95% confidence interval of
the correlation.
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inspection of the graph shows that two points are
outliers. These correspond to values from Friday
lunch and dinner meals where barbecued steak and
barbecued pork chops were served. If these points
are removed, a significant statistical correlation
emerges (r20.67, P=0.0006) with a slope of 1.7,
indicating that the estimated values are, on average,
70% higher than the actual measured values.
3.2. 1-Hydroxvpyrene in urine
Fig. 4 shows two chromatograms of urine samples
from the same individual analysed for 1-hydroxy-
pyrene and displaying “low” and “high” concen
trations of the analyte. As can be seen from Fig. 5,
there was a large interindividual variability in the
profiles of urinary 1-hydroxypyrene excretion, ex
pressed in ji.mol/mol creatinine. The large inter
individual variation in the urinary concentration of
the metabolite in these individuals exposed to the
















choice was made here to represent excretions as
creatinine-corrected concentrations since this is a
very frequent mode of expression of 1-hydroxy-
pyrene concentrations when only spot urine samples
are available. which occurs most of the urne. Finally,
Fig. 6 shows that no correlation was observed
between the mean daily urinary excretion of 1-
hydroxypyrene and the daily measured dose of
ingested pyrene. The interindividual coefficient of
variation in daily excretion of 1-hydroxypyrene was
comprised between 50 and 76%.
4. Discussion
4.1. Ana1;sis of pvrene and benco(’a)pvrene in food
This study was designed to allow the quantifica
tion of ingested doses of pyrene and benzo(a)pyrene.
Most of the published analytical methods on food
PAR determination aim at the determination of PARs
TIME (mm)
fig. 4. Typicat HPLC chromatograms of twa urine samples from the same volunteer disptaying a 10w (2) and a high 3) concentration of
1-hydroxypyrene. N=Naphthalene added to the final extract as a retention lime reference, l-OHP 1-hydroxypyrene peak. Chromatogram
t I) is the standard.
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Fig. 5. Individual 1-hydroxypyrene excretion expressed as p.mol/
mol creatinine for each of the five volunteers of the study.
in specific matrices, e.g., vegetable oils [20], smoked
food products [16,21], etc. Since the meals had
variable protein and lipid contents, it was deemed
necessary to use a saponification step combined with
the extraction per se [7]. The mean recoveries
obtained for both pyrene (83%) and benzo(a)pyrene
(75%) were satisfactory given the variety of matrices
to which the method vas applied. Recently published
methods optimized for smoked food gave recoveries
of 88% for pyrene and of 84% and 94% for BaP
[16,21]. The reproducibility, assessed by the mea-
surernent of the span of the results obtained for the
duplicate determinacions [15% for pyrene and 13%
for benzo(a)pyrenel, intra-assay (13.5, 20%) and
inter-assay (19.5, 18%) coefficients of variations for
pyrene, also suggests that this simple method is
reliable.
4.2. Pyrene as ait indicator PAH Jbr ot’eratt PAH
exposure
Previous studies indicated that the major contribu
tion to dietary PAR intake cornes from cereals (about
one third) and from oils and fats (also one third),
with fruits and vegetables contributing rnuch of the
remainder [7]. Meat, unless it is charbroiled to a very
dark state, is considered to contribute relatively littie
to the daily-ingested dose. In Italy, it was found that
the highest levels of PARs were observed in pizza
baked in wood-burning ovens and barbecued beef
and pork [4]. Some authors found little difference in
total PAR content between low and high tem
perature-cooked meat [5]. This study indicates that
estimating pyrene concentration in charbroiled meat
rnay largeiy overestimate measured pyrene content,
suggesting that these types of fuod rnay pose the
greatest problems in studies relying only on a diary
to evaluate dietary PAR intake. For the other types of
food, there seems to be a correlation between
estirnates and actual measured values but there was
still a 70% overestimation of the estimated vs.
measured food pyrene. Pyrene and fluoranthene often
account for about haif the total PARs [7]. This
observation and the fact that a significant tinear
correlation between pyrene and benzo(a)pyrene in
food can be calculated from this and other pubiished
studies [2,22] suggests that, a priori, a bioindicator of
exposure to dietary pyrene might be an acceptable
surrogate to estirnate dietary exposure to overail, and
• carcinogenic, PARs.
4.3. Interindis’iduat cariation in urinary 1—
hvdroxypvrene cxc retion
Ail possible measures were taken in this study to
ensure that ail volunteers would consume exactly the
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Measured pyrene dose ().iglday)
Fig. 6. Examination of the relationship between the daily excre
tion of 1-hydroxypyrene and the measured dietary daily dose of
pyrene. Squares show the individual values whereas X represents
the arithmetic mean.
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ail meais were prepared. weighed, and served simi
lariy by the same person, and an additional serving
of each meal was saved for the quantitative de
termination of pyrene and benzo(a)pyrene. Ail vol
unteers took their meals at exactly the same time and
they ail consumed the weighed amount of food
provided to them. Since, additionally, dietary PAH
represents the bulk of PAH exposure in these in
dividuals, one would expect that a reliable bioin
dicator of exposure would present minimal inter
individual variations during the course of the study.
But the results obtained indicated a 50—76% daily
interindividuai coefficient of variation in total (24-h)
1-hydroxypyrene excretion. Furthermore, there was
no significant correlation between the measured
ingested dose of pyrene and the 24-h excretion of
1-hydroxypyrene, which agrees with the recent ob
servations by Scherer et al. in 69 non-occupationally
exposed subjects [10]. Correlation was also absent
between urinary 1-OFIP and estimated pyrene dose
from published tables. Using high doses [ca. 25 ng of
benzo(u)pyrene per gram of meat] of dietary PAHs
from charbroiled beef consumed by ten healthy
volunteers for 5 consecutive days, Kang et al. also
.observed large irnerindividual variations in urinary
1-hydroxypyrene in the first morning voided urine
samples [23]. One of the problems with the study of
a real life situation such as that examined in the
current report lies in the selection of sampling limes
for urine samples. Data from one of our previously
published studies [24] allowed us to calculate that
around 80% of the “total” (48-h) excretion of 1-
OHP following ingestion of pyrene is excreted
within 12 h. It was, therefore, estimated that the
urtne samples cortesponding more closely to a given
daily dose of dietary pyrene were those collected
from one morning to the next. Indeed, the period
ending in the morning was taken about 13 h after the
previous meai. Any sample taken after breakfast
would contain 1-01-W arising from pyrene present in
this breakfast meal. As a corollary, the first morning
urine also contained a fraction of the 1-OHP from
dietary pyrene absorbed the day before. The pianned
graduai rise in food pyrene content over the course
of the study limited the impact of the previous day’s
pyrene absorption on 1-OHP excretion.
Exciuding variable interindividual doses, three
main factors might account for these observations.
First, there mïght be interindividual differences in
the bioavailability of ingested pyrene. Second, there
might be variations between individuals in the extent
of pyrene biotransformation to 1-hydroxypyrene,
which has been related to enzymatic polymorphism.
Indeed, CYPIAI Ile/Val, CYP MspI-homozygous,
GSTMI-nuil and GSTT1+ genotypes and CYP1A2
phenotype have been associated with an increased
1-hydroxypyrene excretion when other variables are
corrected for in a multivariate analysis [25—29].
However, other authors found no effect of CYPIA1
MspI, GSTMI and GSTTI on urinary 1-hydroxy-
pyrene [30]. The third element that could account for
interindividual differences in urinary 1-hydroxy-
pyrene is that this metabolite undergoes intense
enterohepatic cycling so that interindividual differ
ences in the cycling efficiency would affect the
urinary output of the metabolite [31,321. finally, the
fact that for a given individual there was no clear
retationship between the daily-ingested dose and the
dai ly-excreted amount of 1 -hdroxypyrene suggests
that other elements may also contribute to the
variable excretion of the metabolite. Whatever the
precise contribution of each of these mechanisms,
the present results confirm our previous observation
made in two volunteers on the urinary yield of
1-hydroxypyrene from a given “high” oral bolus
pyrene dose (500 i.g) taken in olive oil varying by a
factor of almost two between these two individuals
[24].
4.4. Dietary intake i’s. otiter sources
In non-occupationally exposed individuals, most
published studies indicate that food is by far the
main source of PAH exposure [7,15]. The total datly
pyrene intake calculated in the present study (be
tween 0.7 and 3 p.g) is roughly the same as that
reported in the UK (1.1 p.g) [22j. Considering the
extreme values of daily-ingested pyrene observed in
this study (0.7 and 3 fig) and assuming ambient
pyrene concentrations between 0.5 and 5 ng/m3 [14J
(corresponding to inhaled doses of between 0.01 and
0.1 pg for 20 m3 inhaled volume per day), one can
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calculate the relative contribution of each route of
exposure exciuding other sources. Dietary pyrene
would contribute between 87.5% [0.7/(0.7+0.1)]
and 99.8% [51(5 +0.01)1 of the total pyrene dose.
Bioavailability is a potentiaily important factor
that bas rarely been considered in studies of exposure
to PARs. In experimental animais, comparing the
molar percentage of 1-hydroxypyrene excreted in the
rat foilowing intravenous and oral administration
(gavage in corn ou), Bouchard and Viau caiculated a
100% bioavailability for orally administered pyrene
[331. However, pyrene bioavaiiability might be very
different when ingested with solid food, which
contains potential adsorption sites. Other authors
have suggested a 12.5% bioavailability for ingested
and 84% for inhaled pyrene [34]. Consideration of
bioavailability could modify the percentage contribu
tion of each route to total pyrene dose calculated
above, possibly making ambient pytene contribute
more to the total absorbed dose, hence to the
ultimate 1-hydroxypyrene excretion, if the latter
bioavailability numbers were correct.
5. Conclusion
Healthy volunteers non-occupationally exposed to
PAR and ingesting identical food in similar amounts
show a 50—76% (coefficient of variation) interin
dividual variability in the urinary excretion of 1-
hydroxypyrene that is flot correlated to the relatively
small variation in a measured dietary pyrene intake
typical of the Canadian diet. Untess tactors such as
bioavailabitity, polymorphism in the biotransforma
tion enzymes, and enterohepatic cycling are taken
into account, 1-hydroxypyrene might flot be a reli
able bioindicator of ingested pyrene (PARs) under
normal feeding conditions.
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Appendix A. Detalled description of the meals consumed by the volunteers








































Snack Apricot fruit bar 0.042
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Appendix A. Continued
Day Meal Menu Weight (kg)
Tuesday Breakfast Fruit juice 0.2
Carrot and blueberry muffins 0.156
Butter 0.007
Cheese 0.02 1
Coffee and milk 0.2
Lunch Vegetable juice 0.236






Pan fried Italian sausages 0.12




Snack Nut mix 0.03
Wednesday Breakfast Orange juice 0.236
Toasted English muffin 0.085
Butter and jam 0.044
Milk 0.2
Coffee 0.175
Lunch Vegetable juice 0.236
Pan fried smoked ham steaks 0.1
White rice 0.125
Olive oil 0.01
Tomato and cucumber salad 0.1
Fruit purée 0.113
Oatmeal cookies 0.053
Dinner Red vine 0.125
Pan fried steak 0.135
Baked potato 0.055
Butter 0.007
Broccoli and carrots 0.13
Chocolate cake 0.055
Snack Granola bar 0.03
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Appendix A. Continued
Day Meat Menu Weight (kg)




Coffee and milk 0.2 15
Lunch Lemonade 0.2
Hamburger (barbecued meat) 0.225




Barbecued chicken salad 0.1
Mixed salad and dressing 0.085
BBQ grilled sesame roIl 0.025
Key lime pie 0.14
Cucumber, carrots 0.06
Snack Smoked meat 0.05
Sliced rye bread 0.04
Dijon mustard 0.01




Coffee and milk 0.2 15
Lunch Vegetable juice 0.236
Barbecued steak 0.115
Mixed salad with bacon 0.085
BBQ grilled sesame rolI 0.025
Canned pears 0.14
Dinner Beer 0.2
Barbecued pork chops 0.12
Barbecued vegetables 0.08
BBQ grilled bread 0.025
Queen Elisabeth cake 0.06
White rice 0.06
Snack Smoked meat 0.05
Sliced rye bread 0.04
Dijon mustard 0.01
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